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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A. baumannii   Acinetobacter baumannii 
ATCC  ameriška zbirka s kontrolnimi sevi (angl. American Type 
Culture Collection) 
CFU število bakterij, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming 
Units) 
CNA agar s kolistinom in nalidiksično kislino (angl. Colistin and 
Nalidixic Acid agar) 
COL    Columbia agar 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
E. asburiae   Enterococcus asburiae 
E. cloacae   Enterococcus cloacae 
E. coli ali EC   Escherichia coli 
E. faecalis ali EFE  Enterococcus faecalis 
E. faecium   Enterococcus faecium 
HCCA 4-hidroksi-α-cianocinaminska kislina 
ID identifikacija 
IMI  Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo 
K. pneumoniae  Klebsiella pneumoniae 
KNS    koagulaza negativni stafilokoki 
MALDI-TOF MS  masna spektrometrija (angl. Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry) 
P. acnes   Propionibacterium acnes 
P. aeruginosa ali PA Pseudomonas aeruginosa 
RNK  ribonukleinska kislina 
S. aureus   Staphylococcus aureus 
S. haemolyticus ali SHA Staphylococcus haemolyticus 
S. maltophilia  Stenotrophomonas maltophilia 
S. oralis/mitis   Streptococcus oralis/mitis 
S. pneumoniae  Streptococcus pneumoniae 
SIRS sindrom sistemskega vnetnega odziva (angl. Systemic 
Inflammatory Response Syndrome) 
SOFA  ocena zaporednega odpovedovanja organov (angl. Sequential 
[sepsis-related] Organ Failure Assessment) 
spp.    vrste (angl. species (pl.))
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1 UVOD 
 
Sepsa je življenjsko ogrožujoče stanje z odpovedjo organov, ki jo povzroča porušen imunski 
odziv na okužbo z mikroorganizmom (Singer in sod., 2016). Incidenca sepse narašča, saj 
dejavniki tveganja vključujejo staranje populacije in kronične bolnike (Müller Premru in 
sod., 2013). Za uspešen razplet in preprečitev napredovanja v septični šok je potrebna 
urgentna oskrba septičnega bolnika in temu primerna tudi hitra ter natančna opredelitev 
povzročitelja s hemokulturo. Najpogostejši povzročitelji bakteriemije in sepse so 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, manj pogosto pa Klebsiella spp., Pseudomonas 
aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus spp. idr. Incidenca polimikrobne 
bakteriemije, ki je pogostejša pri bolnišničnih okužbah (McKenzie, 2006), niha med 5–13 
% vseh bakteriemij (Bouza in sod., 1999). Pri tej bakteriemiji je diagnostika bolj dolgotrajna, 
tveganje za smrt ali daljše okrevanje pa dvakrat večje kot pri monomikrobni bakteriemiji 
(McKenzie, 2006). 
 
Z masno spektrometrijo (MALDI-TOF MS) neposredno iz pozitivne hemokulturne 
stekleničke lahko skrajšamo čas identifikacije za 24–48 ur, ki je drugače potreben za 
pridobitev bakterijske kulture po zasaditvi vsebine pozitivne hemokulture na gojišča. 
MALDI-TOF MS s standardno MALDI Biotyper Compass programsko opremo (s 
standardnim modulom) je že uvedena za takojšnjo identifikacijo v primerih ene bakterijske 
vrste (pri monomikrobni bakteriemiji), s čimer skupaj s preliminarnim antibiogramom 
omogočimo hitrejšo pravilno izbiro antibiotikov (Müller Premru in sod., 2013).  
 
Modul Sepsityper pa je za razliko od standardne del nove programske opreme, s katero bi 
lahko takoj identificirali tudi po dve vrsti hkrati (pri polimikrobni bakteriemiji), kar bi 
pomembno vplivalo na hitrejšo pravilno izbiro antibiotikov. 
 
S programom (Compass Explorer), namenjenim naknadni izvedbi analize že pridobljenih 
spektrov, lahko retrospektivno obdelamo spektre z modulom Sepsityper.  
 
1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 
1.1.1 Cilji naloge 
 
 Analizo masnih spektrov iz pozitivnih hemokultur s standardnim modulom 
primerjati z analizo masnih spektrov z modulom Sepsityper, namenjenim zaznavanju 
mešanih kultur, pri čemer je referenca kultura na gojišču.  
 
 V laboratorijskem poskusu z zadostnim številom dveh bakterijskih vrst v različnih 
razmerjih ugotoviti optimalno končno razmerje za pravilno identifikacijo obeh z 
modulom Sepsityper. 
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1.1.2 Delovne hipoteze 
 
 Ker je Sepsityper še v razvojni fazi, ne pričakujemo, da bomo z njim lahko enako 
uspešno identificirali povzročitelje monomikrobne bakteriemije kot s standardnim 
modulom in pri polimikrobni bakteriemiji enako uspešno kot z identifikacijo iz 
bakterijske kulture. Razliko med standardnim modulom in modulom Sepsityper 
bomo statistično ovrednotili. Prav tako bomo ovrednotili, s kakšno verjetnostjo nam 
modul Sepsityper poda pravilno identifikacijo polimikrobne hemokulture. 
 
 Pri laboratorijskem poskusu z zadostnim številom dveh bakterijskih vrst v različnih 
razmerjih pričakujemo, da bomo z modulom Sepsityper dobili pravilno identifikacijo 
obeh do razmerja 4:1. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIEMIJA 
 
Bakteriemija označuje prisotnost živega mikroorganizma v krvnem obtoku. Delimo jo na 
prehodno, občasno in stalno. Prva traja le nekaj minut do največ par ur. Pojavi se po prehodu 
bakterij iz nesterilnih telesnih delov v kri, npr. pri ščetkanju in drugih posegih v zobovje, 
endoskopiji, vstavitvi urinarnih ali žilnih katetrov, kirurških odstranitvah mrtvega, 
poškodovanega ali okuženega tkiva ipd. Občasno bakteriemijo zaznamuje ponovna 
pojavnost mikroorganizma v krvnem obtoku. Pojavi se po neoskrbljenih omejenih okužbah, 
ki potrebujejo drenažo, pri abscesih, pljučnicah ipd. Stalna bakteriemija je dalj časa trajajoča 
prisotnost mikroorganizma v krvnem obtoku. Značilna je za infekcijski endokarditis in druge 
intravaskularne okužbe ter za sistemske bakterijske okužbe (Seifert, 2009). 
 
Bakteriemija s kliničnimi znaki hude okužbe lahko preide v sepso (Gubina, 2002), ki je 
podrobneje opisana v naslednjem poglavju.  
 
Okužbe obtočil delimo na primarne in sekundarne. Prve so tiste, pri katerih ne poznamo 
prvotnega izvora okužbe, druge pa tiste, pri katerih je okužba obtočil posredne narave, saj 
poznamo žarišče okužbe. Pri interpretaciji bakteriemij moramo biti dosledni. Pomembna je 
identifikacija mikroorganizma do vrste natančno. Zdravniki morajo pomisliti na povezavo 
med identificiranim mikroorganizmom iz krvnega obtoka in drugimi morebitnimi 
patološkimi spremembami na/v telesu, ki so povezane z identificiranim mikrobom (Seifert, 
2009). 
 
2.1.1 Monomikrobna bakteriemija  
 
Bakteriemijo večkrat povzročajo po Gramu pozitivne bakterije, manj pogosto po Gramu 
negativne bakterije (Bouza in sod., 1999). Umrljivost je večja pri bolnikih s po Gramu 
pozitivnimi bakterijami (Søgaard in sod., 2011). Žarišča monomikrobnih bakteriemij so 
večkrat neodkrita, najpogosteje pa izhajajo iz okužb sečil in dihal (Weinstein in sod., 1986; 
Pavlaki in sod., 2013). 
 
Okužbe krvnega obtoka večinoma povzročajo E. coli oziroma druge bakterije iz družine 
Enterobacteriaceae, S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa (Müller Premru in sod., 2013; 
Kirn in Weinstein, 2013), ki spadajo v t. i. skupino ESKAPE (E. faecium, S. aureus, K. 
pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp.), ki jih povezujemo z 
bolnišničnimi okužbami in ki zaradi genetskih lastnosti hitro razvijejo odpornost proti 
antibiotikom (Rice, 2008).  
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Če iz hemokultur izoliramo in identificiramo Corynebacterium spp. ali Propionibacterium 
spp., lahko v večini primerov sklepamo, da je pri odvzemu krvi prišlo do kontaminacije s 
kožno mikrobioto bolnika. Koagulaza negativni stafilokoki (KNS) prav tako nakazujejo na 
možnost kontaminacije ob odvzemu krvi, v 15 % pa predstavljajo klinično pomembne 
izolate, saj lahko povzročijo katetrsko sepso (Kirn in Weinstein, 2013). 
 
2.1.2 Polimikrobna bakteriemija  
 
Polimikrobne bakteriemije predstavljajo dvakrat večje tveganje za smrt in daljše okrevanje 
kot monomikrobne (McKenzie, 2006). Pri polimikrobnih bakterimijah je 28-dnevna 
umrljivost 14 % višja kot pri monomikrobnih bakteriemijah (Pavlaki in sod., 2013). 
Preživetje pri mono- ali polimikrobni bakteriemiji opisuje slika 1. Umrljivost ostaja visoka 
tudi do 180 dni po sprejetju v bolnišnico (Søgaard in sod., 2011). Stroški zdravljenja so temu 
primerno dražji (Sancho in sod., 2012). 
 
 
Slika 1: Krivulji preživetja bolnikov z mono- ali polimikrobno bakteriemijo (povzeto po Pavlaki in sod., 2013). 
Incidenca polimikrobne bakteriemije niha med 5‒13 % (Bouza in sod., 1999) vseh 
bakeriemij in narašča, saj dejavniki tveganja za nastanek sepse vključujejo staranje 
populacije in kronične bolnike (Müller Premru in sod., 2013).  
 
Tudi dojenčki so lahko podvrženi bakteriemiji, npr. zaradi kongenitalnih anomalij 
(nekrotizirajoči enterokolitis), pooperacijskih okužb, kateterizaciji, parenteralnega hranjenja 
nedonošenčkov itd. Incidenca za polimikrobne bakteriemije (6‒18 %) je podobna zgoraj 
omenjeni, tveganje za smrt pa je trikrat večje kot v primeru monomikrobnih okužb (Pammi 
in sod., 2014).  
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Za nastanek polimikrobne bakteriemije je večje tveganje predvsem pri bolnišničnih okužbah 
(McKenzie, 2006), ki izvirajo iz dihal, katetrov, črevesja ali pa so neznanega izvora (Sancho 
in sod., 2012). Polimikrobne bakteriemije so pogoste tudi pri onkoloških bolnikih (Bryan, 
1989). 
 
Večinski povzročitelji polimikrobne bakteriemije pred letom 2000 so bile bakterije iz družin 
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, streptokoki in anaerobne bakterije (Bryan, 1989). 
To velja še danes, pri čemer so večkrat v kombinaciji enterokoki in enterobakterije (Pavlaki 
in sod., 2013), enterokoki in A. baumannii (Sancho in sod., 2012), KNS in Candida spp. ali 
KNS in E. faecalis (Pammi in sod., 2014). 
 
2.2 SEPSA 
 
Sepsa je življensko ogrožujoče stanje z odpovedjo organov, ki jo povzroča porušen imunski 
odziv na okužbo. Septični bolniki imajo v krvi pogosto bakterije. Sepso ovrednotimo z oceno 
zaporednega odpovedovanja organov (ang.: sequential [sepsis related] orgain failure 
assessment, SOFA). Vodi lahko v septični šok, ki temelji tako na obtočnih in celičnih kot 
tudi na metaboličnih nepravilnostih, ki imajo za posledico povišano tveganje umrljivosti. 
Septični šok se kaže kot hipotenzija in hiperlaktatemija v odsotnosti hipovolemije. To 
povezujemo z več kot 40-odstotno stopnjo bolnišnične umrljivosti. Pri urgentnem pregledu 
odraslega bolnika s sumom na sistemsko okužbo, ki lahko ima slabše razvidne znake za 
sepso, pa upoštevamo t. i. hitro SOFA oceno, ki upošteva tahipnejo, spremenjeno mentalno 
stanje in hipotenzijo (Singer in sod., 2016). 
 
Definicija za sepso iz leta 1991 je bila osredotočena na sepso kot posledico sindroma 
sistemskega vnetnega odziva (ang.: systemic inflammatory response syndrome, SIRS). Ta 
med svoje kriterije vključuje zvišano (> 38 °C) ali znižano (< 36 °C) telesno temperaturo, 
tahipnejo, tahikardijo, levkocitozo ali levkopenijo. Huda sepsa pa je veljala za zaplet sepse 
zaradi odpovedi organov, ki je vodila v septični šok (Singer in sod., 2016). Zaradi 
poenostavljanja SIRS kriterijev, ki so mnogokrat posledica tudi neinfekcijskih procesov – 
sterilnega vnetja (travma, pankreatitis, zavrnitev presadkov ...), in posledično skorajšnje 
izenačitve sepse z okužbo (tudi blaga virusna okužba lahko povzroči simptome značilne za 
SIRS), se je pojavila potreba po novi definiciji, ki bi za razliko od poskusa redefinicije iz 
2001 obrodila enostavnejše, a hkrati bolj specifične zahteve (Vincent in sod., 2013). 
 
Letna incidenca sepse v Ameriki leta 2008 je bila 377 primerov/100.000 prebivalcev (Hall 
in sod., 2011) in se je do leta 2012 povečala na 436/100.000 (Stoller in sod., 2016), podobno 
stanje je v Evropi. V Nemčiji je incidenca sepse 335/100.000 (Fleischmann in sod., 2016), 
v Sloveniji 118/100.000 prebivalcev (Beović in sod., 2008). V Sloveniji je v letu 2015 bilo 
zaradi sepse hospitaliziranih 491 izmed 5361 bolnikov, ki so bili hospitalizirani zaradi 
desetih najpogostejših nalezljivih bolezni (NIJZ, 2015).  
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Žarišča sepse so večkrat dihala (pri moških) in sečila (pri ženskah), sledijo okužbe prebavil, 
manj pa okužbe kosti in sklepov ter kože in podkožja (Esper in sod., 2006; Martin 2012). Pri 
težjem poteku sepse so žarišče večkrat dihala in prebavila (Sousa in sod., 2015) ali pa je 
izvor neznan (Mayr in sod., 2014). Če gre za polimikrobno sepso, predstavlja žarišče 
predvsem trebuh oziroma prebavila, manj pa sečila. Preživetje pri polimikrobni sepsi, ki 
izvira iz domačega okolja, pa je veliko večja kot pri tisti, ki izvira iz bolnišničnega okolja 
(Weinstein in sod., 1986). Zaradi sepse in septičnega šoka so bolniki večkrat hospitalizirani 
na oddelkih intenzivne nege, pri čemer doživijo bolniki z abdominalnimi okužbami v 
polovici primerov septični šok. Pacienti, ki ostanejo v bolnišnici dlje kot 24 ur, imajo v 28 % 
sepso oziroma v 23 % težji potek sepse in v 30 % septični šok (Alberti in sod., 2002).  
 
Hitro zdravljenje sepse je izrednega pomena za preživetje septičnega bolnika. Umrljivost 
med septičnimi bolniki s primerno empiričino izbrano terapijo je 20-odstotna, medtem ko je 
ta večja (34-odstotna) pri neprimerno zdravljenih (Leibovici in sod., 1998). Pri dodatnih 
zapletih in poslabšanju sepse odstotek umrljivosti naraste in doseže 60 % v primeru 
septičnega šoka (Fleischmann in sod, 2016). Več kot polovica bolnikov, ki preživijo težko 
sepso, lahko ima na dolgi rok kognitivne ali telesne ovire v vsakdanu, ki dodatno 
onemogočajo samostojno življenje in znižajo življenjski standard (Iwashyna in sod., 2010). 
 
2.3 DIAGNOSTIKA BAKTERIEMIJE IN SEPSE 
 
S pomočjo v naslednjem podpoglavju predstavljene hemokulture dokažemo prisotnost 
bakterij v krvi. Tako lahko diagnosticiramo bakteriemijo in sepso. 
 
2.3.1 Hemokultura 
 
Hemokultura je polavtomatizirana preiskava, s katero lahko dokažemo prisotnost bakterij v 
krvi. Velja za zlati standard dokazovanja okužb krvnega obtoka. Ob porastu bolnikove 
telesne temperature ‒ še pred antibiotično terapijo ‒ aseptično odvzamemo pri odraslih 8–
10 mL, pri otrocih, odvisno od njihove starosti, pa 1–3 mL krvi, ki jo z zaprtim sistemom 
vnesemo v 2–4 hemokulturne stekleničke. Ena hemokultura predstavlja dve hemokulturni 
steklenički. Ena je za rast aerobnih (A) bakterij in gliv, druga pa za rast anaerobnih (B) 
bakterij. Kri jemljemo iz periferne vene in ne iz katetrov, saj je tako manjša možnost 
kontaminacije (Müller Premru in sod., 2013; Kirn in Weinstein, 2013). 
 
Hemokulturna steklenička vsebuje 30‒35 mL gojišča (triptični soja bujon), polimerne 
(kationske in neionske) kroglice ali aktivno oglje, ki vežejo morebitno prisotne antibiotike 
in CO2 senzor (Thorpe in sod., 1990). 
 
Hemokulturne stekleničke vstavimo v aparat BACTEC serije 9000 (Becton Dickinson, 
ZDA) ali BacT/ALERT (bioMérieux, Francija). To sta komercialno dostopna računalniško 
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vodena sistema, ki zaznavata bakterijsko rast. BacT/ALERT s pomočjo fotodetektorja 
zaznava spremembo barve indikatorja, ki leži na dnu hemokulturne stekleničke in je od 
gojišča ločen s semipermeabilno membrano. Dioda, ki oddaja svetlobo, presvetli dno 
stekleničke, kjer je prišlo do spremembe barve kot posledica znižanega pH v steklenički 
zaradi nastanka vodikovih ionov ob reakciji med CO2 in vodo. Odbito svetlobo nato odčita 
kolorimetrični detektor. Ustvari se električna napetost, ki je sorazmerna odbiti svetlobi in 
koncentraciji plina (Thorpe in sod., 1990). Podobno deluje BACTEC serije 9000. Tu imajo 
stekleničke med CO2 senzor vključen fluorescirajoč material. Fluorescenca je sorazmerna s 
porastom CO2 ali s porabo O2 v steklenički (Nolte in sod., 1993). Inkubacija hemokultur traja 
do 5 dni, kar zadošča za rast tudi bolj zahtevnih mikroorganizmov iz t. i. skupine HACEK 
(Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikinella, Kingella), ki lahko povzročijo 
infekcijski endokarditis (Kirn in Weinstein, 2013). 
 
Če so v hemokulturah prisotne bakterije (pozitivna hemokultura), lahko pričakujemo, da nas 
na to aparat opozori v do 48 urah. Študije kažejo, da je le 5–13 % vseh hemokultur pozitivnih 
(Lamy in sod., 2016). Če sta pri bakteriemičnih bolnikih bili odvzeti dve hemokulturi, je 
verjetnost, da bodo hemokulture pozitivne, približno 90 %. Pri več odvzetih hemokulturah 
se verjetnost poveča. S štirimi odvzetimi hemokulturami zagotovimo skoraj 100 % 
občutljivost (Lee in sod., 2007). 
 
V kolikor smo odvzeli preveč krvi, lahko pride do lažno pozitivnega opozorila. Zaradi 
prevelikega števila rdečih krvničk in njihovega propada lahko naraste CO2, kar vpliva na 
senzor. Lažno pozitiven rezultat pridobimo tudi pri intubiranih bolnikih s povišanim 
parcialnim tlakom CO2 in hematoloških bolnikih s povišano koncentracijo belih krvničk 
(Kristóf in Pongrácz, 2016). 
 
2.3.2 Ravnanje s pozitivno hemokulturo 
 
Pozitivno hemokulturo vzamemo iz aparata in naredimo neposredni razmaz po Gramu. 
Napravimo neposredno identifikacijo z MALDI-TOF MS po ekstrakciji bakterij iz 
stekleničke s saponinom po postopku, kot ga opisujejo Martiny in sod., 2012, ali s 
komercialnim ekstraksijskim kompletom Sepsityper Kit (Bruker Daltonics, 2015). Rezultate 
gramskega razmaza in neposredne identifikacije javimo lečečemu zdravniku na kliniki. 
Vsebino pozitivne hemokulture zasejemo na ustrezna obogatena gojišča. Napravimo tudi 
primerni preliminarni antibiogram, ki ga javimo po najmanj osmih urah rasti. Telefonski klic 
je ključnega pomena pri spremembi antibiotične terapije iz širokospektralne, ki jo zdravniki 
predpišejo po odvzemu hemokultur, na ozkospektralno (Munson in sod., 2003). Naslednji 
dan naredimo še umerjeni antibiogram (Müller Premru in sod., 2013). 
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2.4 MALDI-TOF MS 
 
Masna spektrometrija je analitska metoda, pri kateri z laserjem ioniziramo in uplinimo 
preiskovano snov (npr. bakterije v kulturi) v nabite molekule, ki potujejo skozi električno 
polje do detektorja, ki meri razmerje med maso (m) in nabojem (z) prepotovane molekule 
(Singhal in sod., 2015). Masni spektrometer je sestavljen iz treh enot (slika 2): vira ionov, 
masnega analizatorja, detektorja (De Carolis in sod., 2014). 
 
 
Slika 2: MALDI-TOF (Bruker Daltonics, ZDA) instrument z grobo označenimi enotami. 
MALDI-TOF MS štejemo med t. i. mehke ionizacijske metode (ang.: soft ionization). Pri 
teh se integriteta vzorca ne okrni zaradi ionizacijske energije, saj molekule vzorca obvaruje 
na vzorec predhodno nanešen kisli, nereaktivni, organski matriks (HCCA), ki absorbira 
odvečno pulzirajočo ionizacijsko energijo in pomaga pri sublimaciji vzorca, hkrati pa deluje 
kot vir protonov pri ionizaciji. Laser, ki presvetli posušen in tako kristaliziran matriks ter ko-
kristaliziran vzorec, vzorec uplini in ustvari enkrat protonirane ione (z = 1). Ti se 
elektrostatično pospešijo čez električno polje v vakuumskem cevastem stolpu in se ločijo 
glede na razmerje m/z. Prestreže jih analizator (TOF), ki izmeri razmerje m/z glede na 
prepotovani čas dane ionizirane molekule, kot prikazuje enačba (1): 
 
𝑡 = 𝐷√
𝑚
2𝑧𝑒𝑉
  … (1) 
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Delovanje analizatorja TOF temelji na prepotovanem času ionov, na katere deluje kinetična 
energija, ki jo ustvari električno polje. V enačbi (1) je t čas prepotovanega iona, D je 
prepotovana razdalja, z je naboj iona, eV je električno polje, m je masa iona (Clark in sod., 
2013). 
 
Manjši ioni potujejo hitreje kot večji. Računalnik nato ustvari masni spekter, ki ga primerja 
z zbirko že znanih profilov v podatkovni zbirki. Na takšnem spektru je na y osi številčnost 
ionizirane molekule, na x osi pa razmerje m/z. Vsak spekter je edinstven (De Carolis in sod., 
2014; Singhal in sod., 2015). 
 
Biomarkerji, ki zagotavljajo občutljivost MALDI-TOF MS, so dobro ohranjeni hišni 
proteini, kot so ribosomalni proteini, DNK ali RNK vezavni proteini, stresni proteini, faktorji 
iniciacije translacije idr., ki so tipičnih mas od 2‒20 kDa (De Carolis in sod., 2014; Singhal 
in sod., 2015). Tako potrebujemo le majhno količino biomase (104–106 CFU) za analizo 
(Wieser in sod., 2012). 
 
2.4.1 Program za identifikacijo mikroorganizmov 
 
Program, ki primerja podobne spektre, jih klasificira in obdeluje - MALDI Biotyper 
Compass kot standardni modul, nam glede na frekvenčnost spektralnih vrhov, njihovo lego 
in intenziteto, poda vrednosti rezultatov (ang.: score value) v obliki številčnih rezultatov. 
Algoritem v treh ključnih korakih izračuna ujemanje vrhov spektrov in intenziteto signala. 
Pri vsakem koraku je najmanjša vrednost 0 in največja 1. Algoritem nato pomnoži rezultate 
posameznih korakov in jih normalizira na vrednost 1000 ter poda kot logaritemsko vrednost. 
Tako je največji rezultat mejne vrednosti, ki nam ga algoritem lahko poda, 3 (ali log 1000). 
Za rezultat nad ali enak 2,0 velja, da se vrhovi spektrov ujemajo in lahko govorimo o 
zanesljivi identifikaciji do vrste. Rezultat med 1,7 in 2,0 govori v prid zanesljivi identifikaciji 
do rodu (Wieser in sod., 2012; Clark in sod., 2013; Bruker Daltonics, 2014). 
 
Programska oprema Compass Explorer, ki smo jo uporabljali v naši nalogi, je namenjena 
tako dodatnemu reanaliziranju že pridobljenih spektrov, njihovim primerjavam in 
intepretacijam, kot tudi primerjavam več skupin organizmov med seboj. Omogoča nam, da 
ustvarimo lastno, specifično bazo referenčnih spektrov. Če s pomočjo Compass Explorerja 
obdelujemo spektre z modulom Sepsityper z možnostjo zaznavanja mešanih kultur, bodo 
mejne vrednosti vrednotene kot pri obdelavi po standardnem modulu. To pomeni, da rezultat 
nad 2,0 govori v prid zanesljive identifikacije do vrste (Bruker Daltonics, 2014).  
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2.4.1.1 Modul Sepsityper 
 
Modul Sepsityper je še v razvojni fazi, spodaj navedeni podatki so povzeti iz uporabniškega 
priročnika »MALDI Biotyper Compass User Manual« proizvajalca Bruker Daltonics, 
(2014). Do sedaj ni objavljenih znanstvenih člankov, ki bi opisovali omenjen modul in 
poročali o pridobljenih rezultatih. 
 
Modul za obdelavo spektrov »Sepsityper Module« je kompatibilen s komercialnim 
ekstrakcijskim kompletom Sepsityper Kit in omogoča identifikacijo mikroorganizmov po 
neposredni obdelavi pozitivnih hemokultur. V naši raziskavi smo uporabili modul 
Sepsityper v Compass Explorerju v kombinaciji s hišno metodo obdelave pozitivnih 
hemokultur s saponinom po Martiny in sod. (2012). 
 
Po instalaciji modula pridobimo v spustnem seznamu nov tip oziroma metodo obdelave 
vzorca (Sepsityper) poleg standardnega modula, ki je označena kot »Standard«, kot kaže 
slika 3. 
 
 
Slika 3: Dodana oznaka za izbor tipa obdelave vzorca (povzeto po Bruker Daltonics, 2014). 
Modul Sepsityper upošteva morebitne ostanke krvnih celic v vzorcu za obdelavo in ima tako 
primerno ožje delovno polje. Spodnja meja zaznave masnih spektrov tako znaša 4 kDa, 
namesto 3 kDa kot pri standardnem modulu. Tako ne prikaže dodatnih spektrov, ki nastanejo 
zaradi ostankov krvi med 3-4 kDa. Zgornja meja pa je za oba ista – 15 kDa (Bruker 
Daltonics, 2014). 
 
Masni spektri so pridobljeni enako kot pri standardnem modulu, vendar pa so mejne 
vrednosti rezultatov predstavljene z drugačnimi kriteriji. Za visoko stopnjo zaupanja v 
rezultat za modul Sepsityper je spodnja mejna vrednost pri 1,800, zgornja pa pri 3,000, 
medtem ko je pri standardnem modulu visoka stopnja zaupanja med 2,000 in 3,000 (Bruker 
Daltonics, 2014). 
 
Modul Sepsityper omogoča identifikacijo več bakterijskih vrst v obdelanem vzorcu. Za 
razliko od standardnega modula, ki je namenjen posredni identifikaciji, ko že imamo 
kolonije bakterij na gojišču, je modul Sepsityper namenjen neposredni identifikaciji iz 
pozitivne hemokulture. Spekter, pridobljen po MALDI-TOF MS, lahko enači z več vrstami 
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naenkrat in v rezultatu prikaže dve vrsti, v kolikor s pomočjo algoritma ugotovi, da je dani 
vzorec mešana hemokultura. Pri tem proizvajalec opozarja, da zaradi podobnih spektrov 
nekaterih mikroorganizmov (npr. E. cloacae skupina), ki jih modul le stežka razlikuje, lahko 
pridobimo identifikacije za vrste, ki niso prisotne v vzorcu - fantomske vrste (Bruker 
Daltonics, 2014). 
 
2.4.2 MALDI-TOF MS za identifikacijo bakterij v kulturi 
 
Masna spektrometrija se je v klinični mikrobiologiji uveljavila kot metoda izbora za 
identifikacijo mikrobov. Odobrila jo je FDA (Patel, 2014). Spodrinila je konvencionalne 
biokemijske teste, ki zahtevajo dalj časa za identifikacijo; imunološke teste, ki so manj 
občutljivi in specifični; molekularne metode (PCR), ki zahtevajo natančno izbrane termalne 
cikle in izurjeno osebje, ali metode, ki temeljijo na DNA sekvenceniranju, ki niso primerne 
za rutinsko uporabo, so drage in potrebujejo dobre interpretacijske programe (Singhal in 
sod., 2015). 
 
Številne študije navajajo več kot 90-odstotno ujemanje MALDI-TOF MS s 
konvencionalnimi biokemičnimi metodami identifikacije mikroorganizmov po 
subkultivaciji na agarskih gojiščih na več kot tisoč preiskovanih vzorcih. Pomankljivosti v 
identifikaciji pa so pripisali manjkajočim spektrom v takratni bazi podatkov (Eigner in sod., 
2009; Bizzini in sod., 2010; Wieser in sod., 2012). 
 
Boljše rezultate pridobimo za po Gramu negativne bakterije kot pa za po Gramu pozitivne 
bakterije. To je posledica debelejšega peptidoglikanskega sloja pri po Gramu pozitivnih 
bakterijah (De Carolis in sod., 2014; Singhal in sod., 2015). S preparativnimi metodami 
ekstrakcije znotrajceličnih proteinov s kislimi organskimi raztopinami iz celic lahko 
MALDI-TOF MS uspešneje identificira po Gramu pozitivne bakterije do rodu (95 %) oz. do 
vrste (69 %), medtem ko z neposrednim nanosom kulture na ploščico pridobimo manj točne 
rezultate do rodu (56 %) oz. do vrste (20 %) ob upoštevanju mejnih vrednosti, kot jih navaja 
proizvajalec. V kolikor so raziskovalci ovrednotili občutljivost MALDI-TOF MS v skupini 
A (Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus), so s predhodno ekstrakcijo kultur ločili 
do 98 % rodov in 79 % vrst; brez ekstrakcije pa do 63 % rodov ter 26 % vrst (Alatoom in 
sod., 2011). 
 
Sama gojišča, na katerih gojimo bakterije, in s tem pogoji gojitve ne vplivajo na učinkovitost 
posredne identifikacije z MALDI-TOF MS, saj še vedno lahko pridobimo zanesljivo 
identifikacijo zaradi ribosomov, ki so reproducibilni ne glede na pogoje gojenja (Valentine 
in sod., 2005; Wieser in sod., 2012). Kljub temu so Bizzini in sod. (2010), ugotovili znatno 
razliko med identifikacijo po Gramu negativnih bakterijah, gojenih na MacConkey agarju 
(56 % od 108 izolatov E. coli), v primerjavi z istimi vrstami, gojenimi na bogatejših krvnih 
gojiščih (87 % od izolatov 148 E. coli).  
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MALDI-TOF MS nam lahko poda tudi spektre, ki ločijo med rezistentnimi in občutljivimi 
sevi (S. aureus, E. faecium) za določene antibiotike (meticilin, vankomicin). MALDI lahko 
prav tako s predhodno obdelavo bakterijskih kultur določi bakterije, ki izločajo β-laktamaze 
(Singhal in sod., 2015). 
 
Finančni prihranek MALDI-TOF MS se kaže na dolgi rok, saj sama nabava opreme 
(računalnikov, programov, podatkovnih baz) predstavlja velik strošek (Wieser in sod., 
2012). Analiza enega vzorca z MALDI-TOF MS pa je poceni (Seng in sod., 2009). 
 
Masna spektrometrija se odlikuje s svojo hitrostjo. Čas identifikacije, ki je sicer potreben pri 
klasičnih metodah (20–46 h), je pri uporabi MALDI-TOF MS mnogo krajši – do 
identifikacije pridemo v približno 30 (Panda in sod., 2014) do 40 minutah (Dhiman in sod., 
2011) ali dlje, odvisno od obdelave same hemokulture. Vseeno je čas identifikacije znatno 
krajši z uporabo MALDI-TOF MS, medtem ko je čas pridobitve končnega izvida primerljiv 
s časom pred uvedbo MALDI-TOF MS (Angeletti in sod., 2015). 
 
Pomanjkljivosti MALDI-TOF MS (nakup opreme in potreba po dobro opredeljeni 
podatkovni zbirki) so v primerjavi s prednostmi zanemarljive (Singhal in sod., 2015). 
Dodatno pomanjkljivost in težavo MALDI-TOF MS predstavljajo vrste s podobnimi spektri, 
kot so Shigella spp. in E. coli, S. maltophilia ter P. acnes in S. pneumoniae in S. oralis/mitis. 
Možni izboljšavi sta posodobitev in razširitev podatkovne zbirke ter povečanje števila 
preiskovanega mikroorganizma (Wieser in sod., 2012; De Carolis in sod., 2014). 
 
2.4.3 Neposredna indentifikacija mikroorganizmov iz pozitivnih hemokultur z 
MALDI-TOF MS 
 
Neposredna identifikacija mikroorganizmov iz vzorcev predstavlja še dodaten korak k 
hitrejši identifikaciji, saj prihranimo čas, ki je potreben, da bakterije zrastejo v kulturi. 
Takšne analize so možne pri vzorcih z visoko vsebnostjo mikroorganizmov, npr. pri 
pozitivnih hemokulturah. Vendar analizo motijo prisotni proteini krvnih celic, ki dodajo 
določene vrhove spektrom. Ti spektri tako ne sovpadajo z referenčnim spektrom danega 
organizma, pridobimo manj zanesljivo, nepravilno identifikacijo ali pa identifikacija celo ni 
mogoča. Da bi to preprečili, so raziskovalci razvili hišne (ang.: in-house) metode za 
predobdelavo pozitivnih hemokultur (npr. saponinsko metodo) poleg standardiziranega 
komercialno dostopnega ekstrakcijskega kompleta Sepsityper Kit za odstranjevanje krvnih 
celic (De Carolis in sod., 2014).  
 
Na učinkovitost neposredne identifikacije z MALDI-TOF MS vplivajo tip hemokulturne 
stekleničke, metodologija in predpriprava vzorca ter kriteriji, ki jih upoštevamo pri 
interpretaciji rezultatov (Kok in sod., 2011).  
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2.4.3.1 Komercialni komplet Sepsityper za ekstrakcijo proteinov in sledeča identifikacija z 
MALDI-TOF MS 
 
Ekstrakcija proteinov iz celične notranjosti je ključnega pomena za nadaljnjo obdelavo z 
MALDI-TOF MS. Zato potrebujemo metode, s katerimi zmotimo delovanje bakterijske 
celične stene in membrane. Postopek komercialnega ekstrakcijskega kompleta Sepsityper 
Kit zahteva uporabo etanola in mravljične kisline za lizo celic (Bruker Daltonics, 2015). 
Etanol topi celične membrane, pripomore k večji membranski permeabilnosti, rahlja 
hidrofobne interakcije in s tem tudi ovira povezovanje celičnega peptidoglikana v celično 
steno bakterije (Ingram, 1981). Podobno (rušenje celične membrane) delujejo organske 
kisline (Theron in Rykers-Lues, 2010). 
 
Kok in sod. (2011), so izvedli študijo, v kateri so testirali komercialni ekstarkcijski komplet 
Sepsityper Kit. Sledeč navodilom proizvajalca so predpostavili rezultat mejne vrednosti več 
kot ali enako 2,0 za zanesljivo identifikacijo do vrste, nad 1,7 do 2,0 pa za identifikacijo do 
rodu. Z MALDI-TOF MS so uspešno identificirali 74,8 % hemokultur, od tega so jih 1 % 
napačno identificirali na nivoju vrste. V kolikor so z MALDI-TOF MS pridobili 
identifikacijo, je ta bila pravilna pri 195 (100 %) po Gramu pozitivnih bakterij do rodu in 
132 (67,7 %) do vrste. MALDI-TOF MS zgrešil je zgrešil 90 (31,6 %) Gram pozitivnih 
bakterij. Boljše rezultate identifikacije do vrste je podal za Gram negativne bakterije – 
149/163 (91,4 %). Pogrešil jih je 24 (12,8 %). MALDI-TOF MS je imel težave identificirati 
hemokulture s KNS, anaerobnimi bakterijami in enterokoki. Napačno je identificiral štiri 
izolate Streptococcus oralis/mitis kot Streptococcus pneumoniae. Izmed 31 polimikrobnih 
hemokultur jih MALDI-TOF MS deset ni identificiral, eno pa je napačno podal na nivoju 
vrste. Pri ostalih (64,5 %) je podal po en izolat. V študiji so z uporabo komercialnega 
ekstrakcijskega kompleta Sepsityper Kit do nivoja vrste v 87 % identificirali S. aureus, v 
34,7 % KNS, v 48,4 % streptokoke, v 38,5 % enterokoke, v 94,1 % E. coli, v 81,8 % 
Klebsiella spp., v 91,7 % P. aeruginosa, v 85,4 % enterobakterije, v 50 % nefermentirajoče 
bakterije (Kok in sod., 2011). 
 
2.4.3.2 Ekstrakcija s saponinom in sledeča identifikacija z MALDI-TOF MS 
 
Komercialni ekstrakcijski komplet Sepsityper Kit je v primerjavi s hišno metodo s 
saponinom še vseeno dražji, počasnejši (40 minut v primerjavi s hišno metodo, ki traja 20 
minut) in primerljivo učinkovit. Saponin kot reagent vpliva na prepustnost lipidnega 
dvosloja krvnih celic (Baumann in sod., 2000) z dodatnim spiranjem z vodo pa omogočimo 
odstranitev znotrajceličnih krvnih proteinov in drugih ostankov. Martiny in sod. (2012), so 
izmed 63 pozitivnih hemokultur ločili 59 monomikrobnih in štiri polimikrobne. Pri 
interpretaciji rezultatov MALDI-TOF MS so upoštevali že omenjene mejne vrednosti, ki jih 
priporoča proizvajalec. Z uporabo metode s saponinom so do rodu uspešno identificirali 
90,1 % po Gramu negativnih bakterij iz monomikrobnih hemokultur, do vrste pa 72,7 %, za 
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razliko od komercialnega ekstrakcijskega kompleta Sepsityper Kit, s katerim so določili 
68,2 % rodov oz. 54,5 % vrst. Do rodu uspešno so identificirali 62,2 % po Gramu pozitivnih 
bakterij iz monomikrobnih hemokultur, 31,4 % do vrste. S komercialnim kompletom pa 
73,0 % do rodu in 45,7 % do vrste. Občutljivost hišne metode je bila 47,4 %, komercialnega 
ekstrakcijskega kompleta pa 49,1 %. V kolikor so raziskovalci znižali mejno vrednost za še 
uspešno identifikacijo do rodu (1,4) oz. do vrste (1,6), so pridobili višje število pravilno 
identificiranih bakterij. S hišno metodo so tako uspešno identificirali 86,4 % vseh rodov in 
73,7 % vseh preiskovanih bakterijskih vrst, medtem ko so s komercialnim ekstrakcijskim 
kompletom uspešno identificirali 78,0 % vseh rodov ter 68,4 % vseh vrst. 
 
Izboljšava metode s saponinom predstavlja dodatek 1 µL 70-% mravljične kisline na pelet, 
ki ga nanesemo na kovinsko ploščico za MALDI-TOF MS, pred dodatkom matriksa 
(Jakovljev in Bergh, 2015). 
 
2.4.3.3 Druge metode ekstrakcije mikroorganizmov iz hemokultur in sledeča identifikacija 
z MALDI-TOF MS 
 
Kot uspešen predkorak za neposredno identifikacijo bakterij iz pozitivne hemokulture se je 
izkazala tudi metoda uporabe epruvet za ločevanje seruma (ang.: serum separator tubes; 
SST). Barnini in sod. (2015), so z omenjeno metodo uspešno identificirali 117 (99,2 %) od 
118 pozitivnih monobakterijskih hemokultur s po Gramu negativnimi bakterijami, od tega 
so v 95,9 % pridobili rezultat nad 2,0. Pri po Gramu pozivnih bakterijah so uspešno 
identificirali 72 (90 %) od 80 monomikrobnih hemokutur. Metodo za po Gramu pozitivne 
koke so primerjali s komercialnim kompletom Sepsityper. Niso ugotovili znatne razlike med 
uspešnostjo identifikacije bakterij s svojo metodo ali z uporabo komercialnega 
ekstrakcijskega kompleta Sepsityper. Navajajo celo, da bi lahko spustili mejno vrednost iz 
2,0 na 1,4, ne da bi okrnili točnost identifikacije. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Vse poskuse in analize smo opravili v Laboratoriju za hemokulture in druge urgentne 
preiskave na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske fakultete Univerze 
v Ljubljani. Hemokulture smo prejeli iz klinik Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani, 
Onkološkega inštituta in Splošne bolnišnice Trbovlje. Obdelali smo 853 pozitivnih 
hemokultur v obdobju od 21. 4. 2016 do 21. 11. 2016.  
 
3.1 MATERIAL 
 
Za namene raziskav v okviru magistrske naloge smo uporabili različne aparature, 
pripomočke, kemikalije, raztopine, gojišča in bakterijske seve, ki so podrobneje opredeljene 
v naslednjih podpoglavjih. 
 
3.1.1 Laboratorijski inventar 
 
V preglednici 1 so po abecednem vrstnem redu navedeni aparati in pripomočki. 
 
Preglednica 1: Uporabljen laboratorijski inventar. Preglednica je ločena na uporabljene aparate in pripomočke. 
APARATI PROIZVAJALEC 
aparat BacT/ALERT bioMérieux, Francija 
aparat BACTEC Becton Dickinson, ZDA 
barvalnik  bioMérieux, Francija 
digestorij 2. varnostne stopnje Iskra PIO, Slovenija 
MALDI-TOF  Bruker Daltonics, ZDA 
merilec optične gostote Grant-Bio, Združeno kraljestvo 
mikrocentrifuga  Eppendorf, Nemčija 
stresalnik Tehtnica, Slovenija 
svetlobni mikroskop Nikon, Japonska 
termoblok Labo, Slovenija 
termostat (35–37 °C) LTH, Slovenija 
PRIPOMOČKI PROIZVAJALEC 
bakteriološke zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
brizgalke Chirana T. Injecta, Slovaška 
igle  Chirana T. Injecta, Slovaška 
kovinska ploščica za MALDI-TOF MS Bruker Daltonics, ZDA 
krovna stekelca Deltalab, Španija 
mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija 
objektna stekelca MARIENFELD, Nemčija 
pipete (100–1000 µL, 10–100 µL) Eppendorf, Nemčija 
zobotrebci Mercator, Slovenija 
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3.1.2 Kemikalije in raztopine 
 
V preglednici 2 so po abecednem vrstnem redu navedene kemikalije in raztopine. 
 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in raztopine. 
KEMIKALIJE IN RAZTOPINE PROIZVAJALEC ALI SESTAVA 
70 % mravljična kislina 
700 µL 100 % mravljične kisline 
300 µL vode 
aceton Sigma, ZDA 
fiziološka raztopina 
0,027 g NaCl 
3 mL vode 
kristalvijolično barvilo bioMérieux, Francija 
lugol bioMérieux, Francija 
matriks Sigma, ZDA 
metanol Sigma, ZDA 
prečiščena voda Sigma, ZDA 
safranin bioMérieux, Francija 
saponin Sigma, ZDA 
 
3.1.3 Gojišča in hemokulturne stekleničke 
 
V preglednicah 3-7 so opisane sestave gojišč, ki smo jih pri delu uporabljali. Gojišča so bila 
pripravljena v Službi za pripravo gojišč in reagentov na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani (IMI). 
 
Preglednica 3: Sestava Columbia agarja, ki se uporablja za kultivacijo večine patogenih bakterij. Nacepljeno 
gojišče inkubiramo v termostatu (35–37 °C). 
COLUMBIA AGAR (COL) KOLIČINA 
osnova za COL  39 g 
 specialni pepton (23 g)  
 koruzni škrob (1 g)  
 NaCl (5 g) 
 agar (10 g) 
 
destilirana voda 1 L 
defibrinirana ovčja kri 50 mL 
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Preglednica 4: Sestava čokoladnega agarja, ki se uporablja za kultivacijo zahtevnejših, patogenih bakterij. 
Nacepljeno gojišče inkubiramo v posebni rastni komori s 5-% CO2 atmosfero pri 35–37 °C. 
ČOKOLADNI AGAR (ČA) KOLIČINA 
osnova za »GC« 36 g 
 specialni pepton (15 g)  
 koruzni škrob (1 g)  
 NaCl (5 g) 
 K2HPO4 (4 g) 
 KH2PO4 (1 g) 
 agar (10 g) 
 
destilirana voda 500 mL 
raztopina hemoglobina 500 mL 
ampula VITOX 1 x 
 
Preglednica 5: Sestava Schaedler agarja za kultivacijo fakultativno anaerobnih in striktno anaerobnih 
patogenih bakterij. Anaerobno atmosfero vzpostavimo z vrečkami za vzpostavljanje anaerobne atmosfere 
(GENbox anaer, bioMérieux, Francija), ki jih skupaj z nacepljenimi gojišči zapremo v lonec (OXOID, ZDA) 
in inkubiramo v termostatu (35–37 °C). 
SCHAEDLER AGAR (SCH) KOLIČINA 
osnova za »Brucella agar« 43 g 
 kazein (10 g)  
 encimsko obdelano živalsko tkivo (10 g)  
 NaCl (5 g) 
 dekstroza (1 g) 
 kvasni ekstrakt (2 g) 
 NaHSO3 (0,1 g) 
 agar (15 g) 
 
destilirana voda  1 L 
defibrinirana ovčja kri 50 mL 
vitamin K1 1 x 
 
Preglednica 6: Sestava selektivnega in diferencialnega MacConkey agarja za ločevanje po Gramu negativnih 
bakterij po fermentaciji laktoze. Nacepljeno gojišče inkubiramo v termostatu (35–37 °C). 
MACCONKEY AGAR (MCC) KOLIČINA 
osnova za »MacConkey II agar« 50 g 
 pepton (17 g)  
 proteozni pepton (3 g)  
 laktoza (10 g) 
 žolčne soli (1,5 g) 
 NaCl (5 g) 
 nevtral rdeče (0,03 g) 
 kristal violet (0,001 g) 
 agar (13,5 g) 
 
destilirana voda  1 L 
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Preglednica 7: Sestava prilagojenega Columbia agarja s kolistinom in nalidiksično kislino za selektivno in 
diferencialno kultivacijo po Gramu pozitivnih bakterij po hemolizi. Nacepljeno gojišče inkubiramo v 
termostatu (35–37 °C). 
CNA AGAR (CNA) KOLIČINA 
osnova za »Columbia CNA agar« 42,5 g 
 kazein (12 g)  
 encimsko obdelano živalsko tkivo (5 g)  
 NaCl (5 g) 
 goveji ekstrakt (3 g) 
 kvasni ekstrakt (3 g) 
 koruzni škrob (1 g) 
 agar (13,5 g) 
 kolistin (10 mg) 
 nalidiksični agar (10 mg) 
 
destilirana voda 1 L 
defibrinirana ovčja kri 50 mL 
 
Hemokulturne stekleničke: 
- BACTEC Plus Aerobic F ali BacT/ALERT FA Plus za detekcijo aerobnih bakterij 
- BACTEC Lytic Anaerobic F ali BacT/ALERT FN Plus za detekcijo anaerobnih 
bakterij 
- BACTEC Peds Plus F ali BacT/ALERT PF Plus za detekcijo (an)aerobnih bakterij 
pri otrocih 
 
3.1.4 Bakterijski sevi 
 
Za umetni poskus smo uporabili naslednje bakterijske seve: 
 E. coli ATCC 25218 
 E. faecalis ATCC 29212 
 P. aeruginosa ATCC 27853 
 S. haemolyticus ATCC 29970 
 
3.1.4.1 Oživljanje bakterijskih standardnih sevov 
 
ATCC seve, shranjene pri –80 °C, smo odmrznili na sobni temperaturi. Z bakteriološko 
zanko smo jih nacepili na COL in inkubirali čez noč v termostatski sobi (35–37 °C). 
Naslednji dan smo precepili kulture na COL in ponovno inkubirali čez noč v termostatski 
sobi. 
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3.2 METODE 
 
V naslednjih podpoglavjih bomo opisali postopek dela preko narisanih shem. 
 
3.2.1 Obdelava kliničnih vzorcev 
 
Pozitivne hemokulture smo obdelali po standardnih operativnih postopkih po protokolu za 
delo s hemokulturami. Po zvočnem signalu aparata BacT/ALERT ali BACTEC, ki nas 
opozori o zaznani rasti bakterij v hemokulturnih stekleničkah, smo te vzeli in prenesli v 
digestorij 2. varnostne stopnje. Stekleničke smo premešali z obračanjem, nato pa jih prebodli 
z iglo. Kapljico vsebine smo kanili na objektno steklo in razmazali s krovnim stekelcem. 
Razmaz smo posušili na termobloku pri 60 °C in ga nato obarvali v barvalniku (fiksacija z 
metanolom, barvanje s kristalvijoličnim barvilom do 60 s, spiranje z destilirano vodo, 
barvanje z lugolom do 60 s, razbarvanje z acetonom do 5 s, spiranje z destilirano vodo, 
barvanje s safraninom do 30 s, spiranje z destlirano vodo in sušenje).  
 
Sledila je neposredna identifikacija bakterij iz pozitivnih hemokultur z MALDI-TOF MS z 
obdelavo vsebine hemokulture po postopku Martiny in sod. (2012). Za to smo odvzeli 1 mL 
vsebine pozitivne hemokulture in jo vnesli v mikrocentrifugirko z 200 µL saponina. Vsebino 
mikrocentrifugirke smo 10 sekund premešali na stresalniku in počakali 5 minut. Nato smo 
eno minuto centrifugirali pri 14.500 rpm. Odlili smo supernatant, k usedlini pa dodali 1 mL 
prečiščene destilirane vode. Ponovno smo premešali in centrifugirali eno minuto. 
Supernatant smo odstranili, pelet pa z zobotrebcem nanesli v treh vzporednih ponovitvah na 
kovinsko ploščico za MALDI-TOF MS. Na tako namazane vzorce smo dodali 1 µL 70-% 
mravljične kisline in matriks, kot prikazuje slika 4. Posušeno ploščico smo vnesli v aparat 
MALDI-TOF. Spektre smo analizirali s programom MALDI Biotyper Compass, verzijo 
4.1.40 s standardnim modulom.  
 
Za obdobje od 21. 4. 2016 do 21. 11. 2016 smo retrospektivno s pomočjo programa za 
naknadno izvajanje analiz (Compass Explorer) ponovno analizirali spektre, ki smo jih 
pridobili s standardnim modulom, pri čemer pa smo vklopili funkcijo Explorerja za obdelavo 
spektrov z modulom Sepsityper. 
 
Hemokulture smo po neposredni identifikaciji zasadili na ustrezna gojišča. V primeru 
aerobne stekleničke smo kapljico vsebine zasadili in z bakteriološko zanko razmazali na 
COL in na ČA, glede na Gramski razmaz in identifikacije z MALDI-TOF MS pa še na CNA 
in MCC (v primeru mešanega Gramskega razmaza) ali na MCC (v primeru Gram negativnih 
bakterij). V primeru anaerobne in otroške stekleničke smo poleg omenjenih gojišč zasadili 
še SCH agar.  
 
Kolonije, ki so zrastle na omenjenih gojiščih, smo identificirali z MALDI-TOF MS 
(posredna identifikacija). Z zobotrebcem smo se dotaknili kolonije, jo namazali v treh 
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vzporednih ponovitvah na kovinsko ploščico za MALDI-TOF MS in dodali 1 µL 70-% 
mravljične kisline in matriks. Posušeno ploščico smo vnesli v aparat MALDI-TOF. 
Pridobljene spektre smo analizirali s programom MALDI Biotyper Compass, verzijo 4.1.40 
s standardnim modulom. Rezultati identifikacij so služili kot referenca za ovrednotenje 
neposredne identifikacije. 
 
Zgoraj opisani postopek prikazuje slika 4. Primera pridobljenega spektra prikazujeta sliki 5 
in 6.  
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Slika 4: Shema poteka dela s pozitivno hemokulturo. 
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Slika 5: Primer pridobljenega spektra bakterije Proteus mirabilis z MALDI-TOF MS. Na x osi je m/z (103), 
na y osi pa intenziteta signala. 
 
Slika 6: Grafični prikaz ujemanja spektra iz slike 5 z referenčnim spektrom iz podatkovne zbirke. Zgornja 
polovica grafa prikazuje normalizirane vrednosti spektralnih vrhov bakterije, ki smo jo želeli identificirati. 
Vrhovi na zgornji polovici so barvno kodirani glede na ujemanje z referenčnim profilom na spodnjem delu 
grafa (zelena – ujemanje znotraj eksperimentalne napake; rumena – delno ujemanje; rdeča – ni ujemanja). Na 
x osi je m/z (103), na y osi pa relativna intenziteta signala. 
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3.2.2 Določitev meje zaznave modula Sepsityper, pri kateri še loči bakterijski vrsti v 
mešani kulturi  
 
Za poskus določitve meje zaznave modula Sepsityper, pri kateri še loči dve bakterijski vrsti 
v mešani kulturi, smo v mikrocentrifugirke zamešali naslednje: 200 µL saponina, 200 µL 
vsebine hemokulturne stekleničke s človeško krvjo (negativno zaključene aerobne BACTEC 
stekleničke) in 200 µL bakterijske suspenzije v fiziološki raztopini s koncentracijo bakterij 
10 McF (3 × 109 celic/mL). S tem smo želeli poustvariti okoliščine pozitivne hemokulture. 
Izbrali smo aerobne stekleničke, saj te za razliko od anaerobnih nimajo dodanega lizata za 
krvne celice, otroške stekleničke v 50 % ne vsebujejo zadovoljive količine krvi (Connell in 
sod., 2007) saj je tudi volumen odvzete krvi veliko manjši kot pri odraslemu človeku.  
 
Spreminjali smo volumsko razmerje dodanih bakterijskih suspenzij. Začeli smo s 400 µL 
bakterijske suspenzije A in prav toliko bakterijske suspenzije B, nato pa smo zmanjšali 
dodani volumen suspenzije B (300, 200, 100, 50, 20 µL), ohranili pa volumen A, da smo 
pridobili naslednja razmerja med bakterijama 1:1; 1,3:1; 2:1; 4:1; 8:1; 20:1, kot prikazuje 
slika 7. Poskus smo naredili dvosmerno z različnimi kombinacijami bakterij: E. coli in P. 
aeruginosa in obratno P. aeruginosa in E. coli, E. faecalis in E. coli in obratno, E. faecalis 
in S. haemolyticus in obratno. Nastale raztopine smo po postopku Martiny in sod. 2012, kot 
je opisano na strani 19 in pripravili za analizo z MALDI-TOF z modulom Sepsityper (verzija 
4.1.40). Testiranih je tako bilo 9 vzorcev za posamezno razmerje (tri zaporedno narejeni 
poskusi, testirani v treh vzporednih izvedbah). Negativno kontrolo je predstavljala mešanica 
krvi in saponina. 
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Slika 7: Shema poskusa določitve meje zaznave modula Sepsityper, da še loči dve bakterijski vrsti v mešani 
kulturi. 
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3.2.3 Statistična obdelava rezultatov 
 
Rezultate smo obdelali s pomočjo programa Microsoft Excel 2013 in statističnim 
programom R, verzijo 3.4.2.  
 
Za ovrednotenje statistično znatne razlike med modulom Sepsityper in standardnim 
modulom pri vrednotenju monomikrobnih hemokultur smo uporabili McNemarjev test po 
enačbi (2). Dobljeno vrednost smo primerjali s tabelarično vrednostjo za χ2 pri stopnji 
značilnosti α = 0,05, ki znaša 3,841. V primeru, da je dobljena vrednost χ2 večja od 
tabelarične, smo zavrnili ničelno hipotezo v korist alternativne hipoteze. S 95-odstotno 
zanesljivostjo lahko nato trdimo, da so med primerjanima moduloma statistično znatne 
razlike. 
𝜒2 =
(𝑏−𝑐)2
𝑏+𝑐
  … (2) 
 
Enačba (2) za McNemarjev test, kjer sta b in c razdelka v 2×2 kontigenčni tabeli primerjave 
med moduloma. Kot pozitiven rezultat smo obravnavali pravilno identificirane 
mikroorganizme, kot negativen rezultat pa smo obravnavali neidentificirane 
mikroorganizme ali napačno identificirane mikroorganizme oziroma fantomske vrste. 
 
Za ovrednotenje verjetnosti, s katero nam modul Sepsityper poda pravilno identifikacijo 
polimikrobne hemokulture, smo uporabili enostranski z-test za Bernoullijevo verjetnost po 
enačbi (3): 
𝑧 =
𝑝−𝑝°
√𝑝°(1−𝑝°)
𝑛
  … (3) 
 
Enačba (3) za enostranski z-test Bernoullijeve vrednosti. Kjer je p vzorčni delež, n velikost 
vzorca, p° verjetnost dogodka. 
 
Dobljeno vrednost smo primerjali s tabelarično vrednostjo za z pri stopnji značilnosti α = 
0,05, ki znaša ‒1,645. V primeru, da je dobljena vrednost z manjša od tabelarične, smo 
zavrnili ničelno hipotezo v korist alternativne hipoteze. S 95-odstotno zanesljivostjo lahko 
nato trdimo, da je verjetnost, da nam modul Sepsityper poda pravilno identifikacijo za 
polimikrobne hemokulture, za katere določi prisotnost organizma, manjša od 90 %. 
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4 REZULTATI 
 
V naslednjih podpoglavjih bomo podrobneje predstavili rezultate svojega dela. Prvi sklop 
(podpoglavje 4.1) je namenjen rezultatom pozitivnih hemokultur, ki smo jih nacepili na 
gojišča in s tem posredno identificirali porasle bakterije z MALDI-TOF MS. Drugi sklop 
(podpoglavje 4.2) je namenjen neposredni identifikaciji bakterij iz pozitivnih hemokultur s 
standardnim modulom oziroma modulom Sepsityper. Tretji sklop (podpoglavje 4.3) pa je 
namenjen laboratorijskemu poskusu določitve zaznave modula Sepsityper, pri kateri še loči 
dve bakteriji. 
 
4.1 REZULTATI POSREDNE IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ IZ POZITIVNIH 
HEMOKULTUR IZ KLINIČNEGA LABORATORIJA Z MALDI-TOF MS  
 
Obdelali smo 852 pozitivnih hemokultur v sedemmesečnem obdobju od aprila do novembra 
2016. Po nacepitvi pozitivnih hemokultur, t. j. po subkultivaciji na agarska gojišča smo 
pridobili podatke, ki so pokazali, da je bilo 794 (93,2 %) monomikrobnih in 58 (6,8 %) 
polimikrobnih hemokultur, od tega 53 hemokultur s po dvema vrstama, tri s po tremi vrstami 
in dve s po štirimi vrstami. V monokulturi smo pogosteje izolirali po Gramu pozitivne 
bakterije (457/794 oziroma 58 %), kot po Gramu negativne (337/794 oziroma 42 %) 
bakterije. 
 
Najpogostejše bakterije v monokulturi (preglednica 8) so bile: E. coli (176), KNS (skupaj 
166; od tega najpogosteje S. epidermidis v 96 primerih), S. aureus (106), sledili so 
streptokoki, enterokoki, Klebsiella spp. idr. 
 
Najpogostejše kombinacije bakterij v polimikrobnih hemokulturah (preglednica 9) so bile: 
dve enterobakteriji (9), enterobakterija in enterokok (8), dve vrsti KNS (6), enterobakterija 
in KNS (5). 
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Preglednica 8: Podatki o številu primerov (N) monomikrobnih hemokultur po subkultivaciji na trda agarska 
gojišča in identifikaciji porasle kulture z MALDI-TOF MS. 
MONOMIKROBNE KULTURE N 
Escherichia coli 176 
koagulaza negativni stafilokoki 166 
 Staphylococcus epidermidis (96)  
Staphylococcus aureus 106 
Streptococcus spp.  86 
 Streptococcus pneumoniae (24)  
 Streptococcus agalactiae (11)  
 Streptococcus pyogenes (9)  
Enterococcus faecium in E. faecalis 52 
Klebsiella pneumoniae in K. oxytoca 45 
anaerobne G+ bakterije  
(Actinomyces spp., Propionibacterium spp. idr.) 
23 
Proteus mirabilis 21 
Pseudomonas aeruginosa 19 
druge enterobakterije (Serratia spp., Morganella spp., Citrobacter spp.idr.) 17 
nefermentativni G‒ bacili (Acinetobacter spp., Stenotrophomonas spp.idr.) 13 
anaerobne G‒ bakterije (Bacteroides spp., Fusubacterium spp. idr.) 13 
E. cloacae kompleks 12 
Bacillus spp. in drugi bacili 11 
Salmonella spp. 7 
Corynebacterium spp. 6 
Clostridium spp. 4 
Haemophilus spp. 2 
druge bakterije (Campylobacter spp., Listeria spp., Neisseria spp., Aeromonas spp. ...) 
 G+ (3) 
 G‒ (12) 
15 
skupaj 794 
 
Preglednica 9: Podatki o številu primerov (n) polimikrobnih hemokultur po subkultivaciji na trda agarska 
gojišča in identifikaciji z MALDI-TOF MS. 
KOMBINACIJE POLIMIKROBNIH KULTUR   N 
dve enterobakteriji  9 
enterobakterija in enterokok  8 
dve vrsti koagulaza negativnih stafilokokov  6 
enterobakterija in koagulaza negativen stafilokok 5 
enterokok in koagulaza negativen stafilokok 2 
nefermentativni G‒ bacili in enterokok 2 
anaerobna G‒ bakterija in anaerobna G+ bakterija 2 
dve vrsti anaerobnih G+ bakterij 2 
enterobakterija in klostridij 2 
ostale kombinacije 20 
skupaj 58 
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4.2 REZULTATI NEPOSREDNE IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ IZ POZITIVNIH 
HEMOKULTUR S STANDARDNIM MODULOM IN MODULOM SEPSITYPER 
 
V tem sklopu bomo predstavili rezultate, ki smo jih pridobili z neposredno identifikacijo 
bakterij v pozitivnih hemokulturah s standardnim modulom in modulom Sepsityper, ter jih 
ovrednotili kot ustrezne oziroma pravilne in napačne glede na identifikacije, ki smo jih 
pridobili po posredni identifikaciji, t. j. identifikaciji poraslih bakterijskih kultur na trdnih 
agarskih gojiščih. 
 
4.2.1 Monomikrobne hemokulture 
 
V primeru vseh monomikrobnih hemokultur (794) sta tako standardni modul kot modul 
Sepsityper v 632/794 (79,5 %) identificirala ustrezno (glede na referenčno identifikacijo 
kulture z gojišča) bakterijo do vrste oziroma v 635 primerih (80 %) do rodu (slika 8). Vendar 
pa je modul Sepsityper v 65/635 (10 %) primerih pravilno identificiranim posameznim 
bakterijam dodelil še fantomsko vrsto.  
 
V 3 primerih modula nista pravilno identificirala vrste dane bakterije (S. pneumoniae 
namesto S. oralis oziroma S. mitis) glede na referenčno identifikacijo kulture z gojišča.  
 
V 159/794 primerih (20 %) noben modul ni identificiral ustrezne bakterije glede na 
referenčno identifikacijo kulture z gojišča. To so v 126 primerih bile po Gramu pozitivne 
bakterije (največkrat KNS, vendar tudi klinično pomembnejši S. aureus, S. pneumoniae, E. 
faecium) in v 33 primerih po Gramu negativne bakterije (največkrat E. coli, P. aeruginosa). 
 
Najpogostejši fantomski rodovi (priloga A) so bili Staphylococcus (20), Raoultella (16) in 
Citrobacter (9). Najpogostejše fantomske vrste so bile R. ornithinolytica (10) in R. 
planticola (6), ki ju je dodelil spektru bakterije E. coli, ali druge enterobakterije; S. simiae 
(5) dodeljena S. aureus; S. capitis (4), dodeljena S. epidermidis ali S. haemolyticus; in S. 
aureus (4), dodeljena S. epidermidis ali S. caprae; Citrobacter braakii (4), dodeljena 
salmoneli ali drugi enterobakteriji. Sepsityer je za spektre pravilno identificirane bakterije 
in fantomske vrste podal vrednosti v povprečju 2,2 + 0,3. Med primerjanima moduloma so 
tako statistično pomembne razlike (p ≪ 0,05) pri identifikaciji monomikrobnih hemokultur.  
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Slika 8: Grafični prikaz monomikrobnih hemokultur, katerih spektre bakterij sta standardni modul in modul 
Sepsityper obdelala in podala identifikacijo (ID) ali pa nista zaznala bakterij (brez ID). Rezultate smo 
ovrednotili kot pravilne ali napačne glede na identifikacije iz poraslih bakterijskih kultur na trdnih agarskih 
gojiščih. 
4.2.1.1 Podobnost spektrov in interpretacija rezultatov 
 
Pri posameznih vzorcih monomikrobnih hemokultur sta standardni modul in modul 
Sepsityper pri vseh treh vzporednih ponovitvah (nanosov vzorca na ploščico za MALDI-
TOF MS) podala tako ustrezne kot tudi neustrezne bakterijske vrste (preglednica 10) glede 
na referenčno identifikacijo bakterijske kulture z gojišča. Pravilno identifikacijo smo 
določili glede na najvišjo vrednost rezultata z MALDI-TOF MS, potrdili pa smo jo z 
identifikacijo iz kulture na agarskem gojišču. 
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Preglednica 10: Dodatne identifikacije bakterijskih vrst, ki sta jih podala standardni modul in modul 
Sepsityper v primeru podobnih masnih spektrov bakterij. 
BAKTERIJSKE VRSTE, KI JIH PODATA 
MODULA IN SO POTRJENE Z 
IDENTIFIKACIJO KULTURE NA 
AGARSKEM GOJIŠČU 
DODATNE BAKTERIJSKE VRSTE, KI JIH TUDI 
PODATA MODULA 
Bacillus cereus Bacillus thuringiensis 
Bacillus pumilus Bacillus altitudinis/Bacillus safensis 
Brevibacillus brevis Brevibacillus parabrevis/Brevibacillus 
centrosporus/Brevibacillus formosus 
Enterobacter cloacae Enterobacter kobei/Enterobacter ludwigii 
Escherichia coli Escherichia fergusonii/Raoultella planticola 
Klebsiella oxytoca Raoultella ornithinolytica/Raoultella planticola 
Listeria monocytogenes Listeria innocua 
Raoultella ornithinolytica Raoultella planticola 
Salmonella spp. Citrobacter koseri/Citrobacter braakii/Enterobacter 
aerogenes 
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus caprae/Staphylococcus aureus 
Streptococcus dysgalactiae Streptococcus canis 
Streptococcus pneumoniae Streptococcus oralis 
 
4.2.2 Polimikrobne hemokulture 
 
Vseh polimikrobnih hemokultur je bilo 58 (priloga B). V 12 primerih (20 %) niti standardni 
modul niti modul Sepsityper nista identificirala ustrezne bakterije (glede na referenčno 
identifikacijo kulture z gojišča). To so bile v 5 primerih kombinacije med streptokoki, 
streptokoki in anaerobi ali med stafiloki, v 3 primerih kombinacije anaerobov, v 2 primerih 
kombinacije med enterokoki in enterobakterijami, v 1 primeru kombinacija korinebakterije 
in mikrokoka in v 1 primeru mešanica tako po Gramu pozitivnih kot po Gramu negativnih 
bakterij (preglednica 11). 
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Preglednica 11: Bakterije iz polimikrobnih hemokultur brez podane neposredne identifikacije (skupaj 12) z 
MALDI-TOF MS. Prikazane identifikacije smo pridobili s posredno identifikacijo bakterijskih kultur z gojišč. 
SKUPINE 
BAKTERIJ 
1. IZOLAT 2. IZOLAT 3. IZOLAT 4. IZOLAT 
dva streptokoka S. pneumoniae S. constellatus     
streptokok in anaerob 
 
S. constellatus P. buccae D. pneumosintes   
S. constellatus G. morbillorum     
dva stafilokoka 
 
S. capitis S. epidermidis     
S. epidermidis S. hominis     
G+ anaerobi 
 
F. magna P. harei     
P. harei A. europaeus     
P. micra F. nucleatum     
mikrokok in 
korinebakterija 
M. luteus C. afermentas   
enterokok in 
enterobakterija 
 
K. pneumoniae E. faecalis     
E. asburiae E. faecium     
G+ in G‒ bakterije S. agalactiae S. salivarius K. oxytoca S. aureus 
 
Standardni modul, ki poda identifikacijo samo ene vrste (v 46/58 primerih), je pravilno podal 
eno identifikacijo v 45/58 primerih pozitivnih polimikrobnih hemokultur, v enem pa 
napačno glede na referenco s kulture na gojišču. Modul Sepsityper, ki bi moral podati še 
drugo bakterijsko vrsto, je prav tako identificiral iste vrste v 46/58, vendar je le v 4/46 
primerih pravilno identificiral še drugo bakterijo, v 6/46 primerih pa je drugo bakterijo 
identificiral napačno glede na referenčno identifikacijo kulture z gojišča (slika 9).  
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Slika 9: Grafični prikaz polimikrobnih hemokultur, katerih spektre bakterij sta standardni modul in modul 
Sepsityper obdelala in podala identifikacijo (ID) ali pa nista zaznala bakterij (brez ID). Rezultate smo 
ovrednotili kot pravilne ali napačne glede na identifikacije iz poraslih bakterijskih kultur na trdnih agarskih 
gojiščih. 
V 35/46 primerih modul Sepsityper druge bakterije sploh ni identificiral (največkrat KNS, 
vendar tudi klinično pomembnejši izolati, kot so E. faecalis, C. perfringens, K. pneumoniae 
itd.), kar smo opazili tudi v razmazih po Gramu, pri katerih smo na podlagi različne 
morfologije in gramske obarvanosti ločili med bakterijami (slika 10). V enem primeru 
(hemokultura z več izolati) je podal napačno bakterijsko vrsto in rod, druge bakterije pa ni 
podal. 
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Slika 10: Gramski razmaz polimikrobne hemokulture z E. coli (rdeči – Gram negativni – bacili, označeni z 
belo puščico) in C. perfringens (modri – Gram pozitivni ‒ podolgovati bacili, označeni s črno puščico). 
Modul Sepsityper je za omenjene 4 primere, pri katerih je identificiral obe prisotni 
bakterijski vrsti v polimikrobni hemokulturi, podal vrednosti rezultata nad 2,0, v povrečju 
2,3 + 0,1. To so bile E. cloacae z E. aerogenes, E. faecalis z E. cloacae, E. coli z E. faecalis 
in K. pneumoniae z E. coli. 
 
Modul Sepsityper je v 6 primerih podal eno pravilno bakterijo, drugo pa napačno (vrednosti 
rezultata v povprečju 2,5 + 0,1). Tako je v enem primeru kombinacijo E. coli in K. 
pneumoniae identificiral kot kombinacijo R. ornithinolytica in K. pneumoniae, v drugem 
primeru je namesto kombinacije S. epidermidis in S. capitis identificiral kombinacijo S. 
aureus in S. capitis itd., kot je navedeno v preglednici 12. 
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Preglednica 12: Primerjava med identifikacijami bakterijskih kultur z agarskega gojišča in neposrednimi 
identifikacijami bakterij iz šestih pozitivnih polimikrobnih hemokultur. Modul Sepsityper je eno bakterijo 
opredelil pravilno glede na referenčno identifikacijo bakterijske kulture z agarskega gojišča, drugo pa napačno. 
Standardni modul je podal eno izmed obeh prisotnih bakterijskih vrst. 
KULTURA IDENTIFIKACIJA S 
STANDARDNIM MODULOM 
IDENTIFIKACIJA Z 
MODULOM SEPSITYPER 
E. coli in K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae in  
R. ornithinolytica 
S. epidermidis in S. capitis S. capitis S. capitis in S. aureus 
E. faecium in K. oxytoca K. oxytoca K. oxytoca in E. coli 
E. faecalis in P. mirabilis P. mirabilis P. mirabilis in P. vulgaris 
A. turincensis in B. fragilis B. fragilis B. fragilis in B. salyersiae 
S. capitis in B. vulgatus B. vulgatus B. vulgatus in B. uniformis 
 
V primeru treh hemokultur s po tremi bakterijami sta oba modula prepoznala in identificirala 
eno izmed treh bakterijskih vrst. Modul Sepsityper ni podal identifikacije za drugo ali tretjo 
bakterijo. V enem primeru sta oba modula podala le E. coli izmed bakterij E, coli, K. oxytoca 
in Streptococcus parasanguinis, v drugem primeru pa S. mitis izmed bakterij S. mitis, 
Haemophilus paraphrohaemolyticus in S. pneumoniae. V tretjem primeru pa niti en niti drug 
modul nista identificirala bakterij (Streptococcus constellatus, Prevotella buccae, Dialister 
pneumosintes). 
 
V primeru hemokultur s štirimi bakterijami (K. pneumoniae, Pantoea spp., A. baumannii, S. 
epidermidis) sta oba modula podala napačen rezultat – E. aerogenes (vrednost rezultata 
1,75). V gramskem razmazu smo videli samo po Gramu negativne bakterije. V drugem 
primeru hemokulture s štirimi bakterijami (S. agalactiae, Streptococcus salivarius, K. 
oxytoca, S. aureus) pa noben modul ni podal identifikacije. V gramskem razmazu smo videli 
po Gramu pozitivne koke v verižicah in po Gramu pozitivne koke v skupinah. 
 
Izmed vseh polimikrobnih hemokultur, za katere nam je modul Sepsityper podal neko 
identifikacijo (46), je bila verjetnost, da nas bo opozoril, da gre za več bakterijskih vrst (10), 
21 %. Izmed teh jih je le 8,7 % oziroma 4/46 tudi pravilno identificiral. Verjetnost, da nam 
modul Sepsityper poda pravilno identifikacijo bakterij polimikrobnih hemokultur, za katere 
določi prisotnost bakterij, je manjša od 90 % (p < 0,0001). 
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4.3 REZULTATI POSKUSA MEJE ZAZNAVE MODULA SEPSITYPER, PRI KATERI 
ŠE LOČI BAKTERIJSKI VRSTI V MEŠANI KULTURI 
 
Zaznavnost (t. j. koliko spekter ene bakterije moti spekter druge pri podajanju skupne 
identifikacije) modula Sepsityper, pri kateri še loči med P. aeruginosa (PA) in E. coli (EC) 
v mešani kulturi (slika 11), je bila 8:1 s 67-odstotno zaznavnostjo s povprečno vrednostjo 
rezultata 2,4 + 0,2. V kolikor smo poskus obrnili (E. coli proti P. aeruginosa), razmerje 8:1 
ni več bilo uspešno, temveč je obveljalo 2:1 s 44-odstotno uspešnostjo pravilne identifikacije 
obeh bakterijskih vrst. Modul Sepsityper je sicer identificiral E. coli, ne pa tudi P. 
aeruginosa. To je zmotno identificiral kot Escherichia albertii, Escherichia fergusonii pri 
razmerjih 2:1, 4:1, 8:1, 20:1. Povprečna vrednost rezultata je tudi tu bila 2,4 + 0,2. 
 
 
Slika 11: Odstotek zaznave za pravilno identifikacijo obeh vrst (E. coli je EC, P. aeruginosa je PA) z modulom 
Sepsityper glede na razmerje med bakterijskima vrstama. 
V naslednjem poskusu smo zamešali po Gramu pozitivno bakterijo E. faecalis (EFE) in po 
Gramu negativno bakterijo E. coli (slika 12). Ponovno je bilo še uspešno dobljeno razmerje 
8:1, vendar z 11-odstotno zaznavnostjo. Povprečna vrednost rezultata je bila 2,5 + 0,2. V 
obratnem primeru (EC:EFE) je še uspešno razmerje med bakterijskima vrstama bilo 4:1 s 
44-odstotno zaznavnostjo. V razmerjih od 8:1 do 20:1 je modul Sepsityper napačno 
identificiral E. faecalis kot E. fergusonii. Povprečna vrednost rezultata je bila 2,4 + 0,2. 
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Slika 12: Odstotek zaznave za pravilno identifikacijo obeh vrst (E. coli je EC, E. faecalis je EFE) z modulom 
Sepsityper glede na razmerje med bakterijskima vrstama. 
V primeru mešanice dveh po Gramu pozitivnih bakterij (slika 13), S. haemolyticus (SHA) in 
E. faecalis, je modul Sepsityper v 22 % še uspešno identificiral obe bakterijski vrsti pri 
razmerju 4:1. Povprečna vrednost rezultata je bila 2,3 + 0,2. V obratnem primeru je bilo še 
uspešno razmerje 8:1 z 11-odstotno zaznavnostjo. Modul Sepsityper je pri razmerju 20:1 
zmotno navedel Lactobacillus sakei namesto S. haemolyticus. Povprečna vrednost rezultata 
je bila 2,4 + 0,1. 
 
Slika 13: Odstotek zaznave za pravilno identifikacijo obeh vrst (E. faecalis je EFE, S. haemolyticus je SHA) z 
modulom Sepsityper glede na razmerje med bakterijskima vrstama. 
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5 RAZPRAVA 
 
Naši rezultati o incidenci monomikrobnih in polimikrobnih hemokultur se ujemajo z 
rezultati, ki so jih pridobili drugi raziskovalci (Bouza in sod., 1999; Kok in sod., 2011; 
Buchan in sod., 2012; Martiny in sod., 2012). Pri tem je incidenca polimikrobnih hemokultur 
(7 %), ki smo jo beležili, nižja od pričakovane glede na svetovni trend naraščanja starosti 
populacije, imunosupresivnih terapij in metod odkrivanja polimikrobnih bakteriemij (Müller 
Premru in sod., 2013). 
 
Pogostejše so bile po Gramu pozitivne bakterije (58 %) kot po Gramu negativne (42 %), 
predstavniki so najpogosteje bili KNS (preglednica 8). Ker ima le približno 15 % vseh KNS 
bakteriemij klinični pomen (Kirn in Weinstein, 2013), lahko sklepamo, da prihaja do 
nepravilnosti pri odvzemu krvi za hemokulture. Zdravstveno osebje bi se striktno moralo 
držati pravilnega, aseptičnega odvzema iz vene. Če izločimo KNS, pa je po Gramu 
pozitivnih bakterij manj (46 %) kot po Gramu negativnih (54 %). Od po Gramu negativnih 
bakterij je prevladovala E. coli, ki jo tudi drugi raziskovalci navajajo kot pogost izolat, 
predvsem zaradi urogenitalnih in abdominalnih okužb, iz katerih izhaja bakteriemija in 
posledično sepsa, vendar umrljivost (19 %) za z E. coli povzročeno sepso ni visoka (Mayr 
in sod., 2014). Naši rezultati o pogosteje izoliranih po Gramu pozitivnih bakterijah 
(preglednica 8) v primerjavi s po Gramu negativnimi bakterijami sovpadajo z ugotovitvami 
predhodnih rezulatov laboratorija (Müller Premru in sod., 2013) in rezultati drugih 
raziskovalcev (Martiny in sod., 2012, Buchan in sod., 2012, Kok in sod., 2012), kadar niso 
izločili KNS. 
 
Med polimikrobnimi izolati (preglednica 9) so prevladovale kombinacije dveh 
enterobakterij, enterobakterije in enterokoka ali dveh vrst KNS, kar je skladno z 
ugotovitvami drugih raziskovalcev (Pavlaki in sod., 2013, Pammi in sod., 2014) in sovpada 
s pogostostjo okužb (respiratorni trakt, črevesje, urogenitalni trakt). Kombinacije po Gramu 
pozitivnih in negativnih bakterij predstavljajo veliko večjo umrljivost za bolnika kot ostale 
kombinacije (Pavlaki in sod., 2013).  
 
V primerjavi standardnega modula in modula Sepsityper glede na referenčno identifikacijo 
bakterijske kulture iz agarskega gojišča smo ugotovili, da nam prvi poda ustrezno 
identifikacijo v skoraj 80 % do vrste (slika 8). Za 20 % noben modul ni podal ustrezne 
identifikacije glede na referenčno identifikacijo bakterijske kulture iz agarskega gojišča. Tu 
verjetno ni toliko kriva sama metoda masne spektrometrije niti modula sama, ampak verjetno 
gre za neustrezen način priprave vzorcev za obdelavo po Gramu pozitivnih bakterij, ki so 
predstavljale večino neidentificiranih vrst. Po Gramu pozitivne bakterije imajo za razliko od 
po Gramu negativnih bakterij debelejšo celično steno z več peptidoglikana in manj 
periplazmatskega prostora. Da dosežemo znotrajcelične proteine, potrebne za analizo, 
moramo te celice bolj grobo obdelati, za kar nanos mravljične kisline neposredno na ploščico 
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za MALDI-TOF MS ne zadostuje. Drugi možni razlogi so še nezadostna količina (< 104 
CFU/mL) bakterij v hemokulturi ali nezadostne referenčne spektre v bazi podatkov. Dodaten 
problem predstavljajo streptokoki, ki v stacionarni fazi proizvajajo avtolizin LytA (Höltje in 
Tomasz, 1976), ki lizira celice streptokoka. Znotrajcelični proteini celic se izgubijo v 
hemokulturni steklenički še pred obdelavo hemokulture, posledično pa ne pridobimo 
spektrov ali pa so ti nižje kakovosti. 
 
V primeru monomikrobnih hemokultur se je standardni modul izkazal za bolj zanesljivega, 
saj za razliko od modula Sepsityper ni zavajal z navedbo fantomskih vrst (slika 8). Modul 
Sepsityper je fantomskim vrstam skupaj s pravilno identificiranimi bakterijami dodelil 
vrednosti rezultatov v povprečju 2,2 + 0,3, kar govori v prid zanesljivi identifikaciji do vrste. 
Fantomske vrste, kot opisuje proizvajalec v priročniku, modul Sepsityper poda zaradi 
podobnosti spektrov med bakterijskimi vrstami. V našem primeru so fantomske vrste bile 
poleg pravilno identificirane enterobakterije različne druge predstavnice enterobakterij 
(največkrat Raoultella) ali pa predstavniki KNS poleg pravilno identificiranih KNS. Da bi 
se prepričali o resničnosti navedenih vrst, bi morali vsak dobljeni spekter primerjati z 
referenčnim spektrom posamezne bakterije (Bruker Daltonics, 2014), kar za rutinski 
laboratorij ne pride v poštev. Zato moramo biti previdni pri interpretaciji rezultatov, 
identificirano bakterijo primerjati in ovrednotiti s stališča bolnikove zgodovine okužb in 
bolezni, kar pa velikokrat ni mogoče, saj zdravniki na sprejemnih listih pogosto ne navajajo 
rezultatov prejšnjih raziskav, zdravstvenega stanja, znakov in simptomov bolnika ali 
predpisanih terapij za zdravljenje. Večji problem predstavlja tudi navedba klinično 
pomembnejših in za terapijo zahtevnejših vrst ob morebitnih kontaminantih, kot je to na 
primer fantomska navedba S. aureus ob S. epidermidis. Zaradi dvoumljivosti takšnih 
preliminarnih rezultatov ne moremo sporočiti lečečemu zdravniku na kliniko in moramo 
počakati na rast bakterij po subkultivaciji na ustreznih diferencialnih gojiščih ter ponovno 
opraviti identifikacijo z MALDI-TOF MS iz čiste kulture. Zanesljivo lahko trdimo, da so 
med primerjanima moduloma statistično znatne razlike (za 10 %) pri identifikaciji 
monomikrobnih hemokultur. 
 
Dodatni problem pri interpretaciji identificiranih bakterij monomikrobnih hemokultur, 
predstavljajo vrste, ki jih modula zaradi podobnosti spektrov napačno podata (preglednica 
10). O teh so drugi raziskovalci že poročali (Lagacé-Wiens in sod., 2012; Buchan in sod., 
2012, Jakovljev in Bergh, 2015). Sklepamo lahko, da je pri navedbah E. fergusonii ali E. 
albertii mišljena E. coli, ki je modul ne poda zaradi izjemno podobnih spektrov in motenj v 
vrhovih spektrov pri danih vzorcih zaradi morebitnih ostankov gojišča ali krvi. Vendar 
zavajujoč podatek lahko spremeni pravilen izbor antibiotične terapije (primer S. pneumoniae 
- S. oralis/mitis, ali Salmonella spp. – Citrobacter/Enterobacter spp.) in s tem primerno 
zdravljenje in nego. S hitrim preliminarnim rezultatom o identifikaciji vrste lahko vplivamo 
na primernejši izbor antibiotične terapije - iz širokospektralnega antibiotika na 
ozkospektralnega ali vključitev dodatnega antibiotika, pri 77 % bolnikov s sepso (Stoneking 
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in sod., 2013). Vsaka ura, ko bolnik v septičnem šoku ne dobi pravilne terapije, poveča 
umrljivost za 7,6 % (Kumer in sod., 2006), pri čemer kar 20–30 % bolnikov septičnega šoka 
ni deležnih primerne terapije. Z zavajajočimi podatki, ki bi jih sporočili na podlagi 
preliminarnih rezultatov z modulom Sepsityper, bi lahko poslabšali stanje bolnikov. 
 
V primeru polimikrobnih hemokultur (priloga B) je modul Sepsityper v 36/46 primerih 
pogrešil identifikacijo za drugo bakterijo. V teh primerih ostane gramski razmaz 
nepogrešljiva hitra informacija tako za laboratorijsko osebje kot za zdravnika na kliniki. 
 
Modul Sepsityper se je le v 4/46 primerih izkazal z zmožnostjo pravilne razpoznave 
polimikrobnih hemokultur. Od tega bi v dveh primerih lahko šlo za slučajno navedbo 
resničnih izolatov, saj sta si spektra E. cloacae in E. aerogenes podobna in spadata v E. 
cloacae kompleks. Modul Sepsityper tako ni primeren za identifikacijo polimikrobnih 
hemokultur. Z dodajanjem referenčnih spektrov mešanih kultur v podatkovno bazo bi lahko 
izboljšali potencial modula Sepsityper, da pravilno identificira bakterije iz polimikrobnih 
hemokultur. 
 
V primeru polimikrobnih hemokultur z več kot dvema vrstama nam je modul Sepsityper 
podal le eno pravilno ali napačno vrsto ali pa ni podal identifikacije (slika 9). V primeru 
podane vrste E. coli izmed E. coli, K. oxytoca, S. parasanguinis, lahko sklepamo, da je E. 
coli podana kot posledica njene prevladujoče množine v hemokulturi. Na ta problem nas 
opozarja tudi proizvajalec v priročniku. Množinsko nesorazmerje med bakterijami 
najverjetneje leži v podvojevalnem času E. coli ali njenem začetnem prevladujočem 
inokulomu. Izmed navedenih bakterij se E. coli najhitreje razmnožuje. To lahko razberemo 
že od časa do pozitivnosti za posamezen mikroorganizem, gojen v sistemu BacT/ALERT: 
E. coli ‒ 10,75 h, K. pneumoniae ‒ 11,1 h (Vigano in sod., 2002), viridans streptokoki ‒ 
15,3 h (Thorpe in sod., 1990). V primeru podane vrste S. mitis izmed S. mitis, H. 
paraphrohaemolyticus, S. pneumoniae bi ponovno lahko sklepali na množinsko 
nesorazmerje streptokokov glede na Haemophilus in hkrati na znan problem zamenjave vrst 
S. mitis in S. pneumoniae. V primeru povsem napačne identifikacije E. aerogenes in nizke 
vrednosti rezultatov glede na prisotnost štirih bakterij v vzorcu bi lahko sklepali, da je modul 
navedel dano bakterijo zaradi delnih ujemanj vrhov vsake vrste. V dveh primerih modul 
Sepsityper ni podal nobene identifikacije, kar ni presentljivo glede na večinsko prisotnost po 
Gramu pozitivnih bakterij. 
 
Modul Sepsityper ni ustrezno identificiral polimikrobnih hemokultur. Za prepoznavo 
polimikrobnih hemokultur je še vseeno bolje uporabiti programov standardni modul. Pri 
vsakem testiranem vzorcu lahko s klikom na vmesniku prikažemo izbor 10 najpodobnejših 
spektrov, ki jih algoritem navede v primerjavi s spektrom testiranega vzorca. Glede na ta 
izbor lahko uporabnik sumi na prisotnost več kot ene vrste v hemokulturi v primerjavi z 
rezultati Gramskega razmaza.  
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Ker smo uporabili modul Sepsityper v Compass Explorerju, ki nam omogoča reanalizo 
spektrov, smo pridobili iste mejne vrednosti za zanesljivost identifikacije, kot če bi izbrali 
standardni modul. Pridobljene vrednosti tako ne moremo ovrednotiti s stališča mejnih 
vrednosti, ki bi jih pridobili s samim modulom Sepsityper v MALDI Biotyper Compass-u.  
 
Razmerje med bakterijskima vrstama, pri katerem nam modul Sepsityper zanesljivo 
identificira dve vrsti, je bilo 1:1 pri vseh testiranih kombinacijah. Do tega razmerja le redko 
pride v praksi zaradi različnih podvojevalnih časov bakterij v krvi. Do razmerja 8:1 je 
zanesljivost bila vse manjša in pri razmerju 20:1 modul Sepsityper ni več razločil med dvema 
bakterijskima vrstama. V našem primeru je modul podal dve bakteriji v primeru E. coli in P. 
aeruginosa do razmerja 2:1, obratno pa do razmerja 8:1, za E. faecalis in E. coli do razmerja 
8:1, obratno do razmerja 4:1, za S. haemolyticus in E. faecalis do razmerja 4:1, obratno pa 
do razmerja 8:1. Pomembno je, katere bakterije so v vzorcu, saj bo ob prisotnosti E. coli v 
mešanici njen spekter kljub istemu razmerju z drugo bakterijo imel prednost pri navedbi 
identifikacije. Modul bo celo navedel, da je druga bakterija v mešanici druga vrsta rodu 
Escherichia (E. albertii, E. fergusonii). Pri zelo majhnih razmerjih pa je modul Sepsityper 
celo navajal bakterije, ki sploh niso bile prisotne v vzorcu (npr. Lactobacillus sakei). Kljub 
saponinski ekstrakciji še vseeno lahko ostanejo ostanki krvi ali gojišča v analiziranem 
vzorcu, ki motijo čistost spektra in s tem primerjavo z referenčnimi spektri. 
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6 SKLEPI 
 
 Modul Sepsityper je bil za identifikacijo monomikrobnih hemokultur znatno slabši 
(za 10 %) kot standardni modul. 
 Modul Sepsityper ni bil primeren za identifikacijo polimikrobnih hemokultur. Izmed 
vseh polimikrobnih hemokultur je bilo pravilno identificiranih le 4/46 (8,7 %). 
Kultivacija bakterij na gojiščih in posredna identifikacija kultur ostajata izbrani 
metodi za identifikacijo bakterij iz polimikrobnih hemokultur. 
 Zaradi prekrivanja spektrov, delnih ujemanj, podobnosti spektrov ali prevlade enega 
mikroorganizma nad drugim pride pri modulu Sepsityper do pogoste zamenjave vrst 
in navedbe fantomskih vrst. 
 Za nadaljnje delo z modulom Sepsityper bi morali prilagoditi potek dela in narediti 
za laboratorij specifično bazo referenčnih spektrov polimikrobnih hemokultur. Tako 
bi se izognili zamenjavi vrst, podajanju fantomskih vrst ali napačni identifikaciji. 
 Modul Sepsityper ni ločil med dvema bakterijskima vrstama v razmerju 20:1 v našem 
zastavljenem poskusu določitve meje zaznave. Zanesljivo je ločil bakteriji v razmerju 
1:1, še uspešno pa ju je ločil v razmerju 8:1. 
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7 POVZETEK 
 
Bakteriemija – prisotnost živega mikroorganizma v krvnem obtoku ‒ lahko preide v za 
življenje nevarno stanje z disfunkcijo organov, sepso. S hemokulturo lahko dokažemo 
prisotnost bakterij v krvi. Incidenca polimikrobne bakteriemije predstavlja desetino vseh 
bakteriemij in narašča zaradi staranja populacije, kroničnih bolnikov, imunosupresivnih 
terapij in novih metod odkrivanja polimikrobnih bakteriemij. Pogosto jih povzročajo 
različne enterobakterije, enterokoki ali koagulaza negativni stafilokoki. Tveganje za smrt je 
dvakrat večje kot pri monomikrobnih bakteriemijah. Predstavljajo daljše okrevanje bolnikov 
in zahtevnejšo terapijo.  
 
Da bi čim hitreje prišli do identifikacije patogena in s tem uspešnejšega zdravljenja, 
uprabljamo neposredno identifikacijo pozitivne hemokulture z MALDI-TOF MS. S hitro 
obdelavo pozitivne hemokulture s saponinom in mravljično kislino na sami ploščici za 
MALDI-TOF MS smo želeli še hitreje in učinkoviteje priti do preliminarnih rezultatov o 
identifikaciji povzročiteljev okužbe. Z uvedbo modula Sepsityper, ki je del programske 
opreme MALDI Biotyper Compass, ki kot standardni modul primerja podobne spektre, jih 
klasificira in obdeluje glede na pogostost spektralnih vrhov, njihovo lego in intenziteto in 
nam zanje poda vrednosti rezultatov kot številčne rezultate, smo želeli izboljšati potek dela 
in ravnanje s pozitivnimi hemokulturami. Natančneje, modul Sepsityper je prilagojen za 
neposredno identifikacijo polimikrobnih hemokultur. Analizo masnih spektrov iz pozitivnih 
hemokultur s standardnim modulom smo s pomočjo Compass Explorerja ponovno analizirali 
z modulom Sepsityper, pri čemer je bila referenca kultura na gojišču. Poleg ovrednotenja 
modula Sepsityper za potrebe rutinskega laboratorija smo želeli tudi določiti največje 
razmerje med dvema bakterijskima vrstama, da ju modul Sepsityper še uspešno loči.  
 
Z raziskavo smo ugotovili, da modul Sepsityper še ni dovolj razvit za zanesljivo uporabo 
identifikacije polimikrobnih hemokultur v klinične namene. Modul Sepsityper je pravilno 
identificiral le 4 od 46/58 polimikrobnih hemokultur, za katere je uspel pridobiti nek spekter. 
V 6/46 primerih je navedel napačno identifikacijo druge bakterije, v 35/46 primerih je 
pogrešil identifikacijo za drugo bakterijo, v 1/46 primerih je podal napačno identifikacijo, 
za druge bakterije pa ni navedel rezultata, v 12/58 primerih pa smo ostali brez vsakršne 
identifikacije. Pri monomikrobnih hemokulturah je v 10 % zmotno navedel dodatno 
fantomsko vrsto. Pri poskusu določitve meje zaznave bakterij v mešani kulturi pa smo prišli 
do zaključka, da je modul Sepsityper zanesljivo ločil bakterijski vrsti le v razmerju 1:1, 
bakterijskih vrst v razmerju 20:1 pa ni ločil več. 
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GNB – po Gramu negativni bacili  
GPKS – po Gramu pozitivni koki v skupinah  
GPKV – po Gramu pozitivni koki v verižicah             se nadaljuje … 
 
 
PRILOGA 
 
Priloga A: Preglednica z navedenimi identifikacijami (ID) standardnega modula in modula Sepsityper pri (65) monomikrobnih hemokulturah, za katere je modul 
Sepsityper podal fantomsko vrsto. Preglednica je urejena po zaporednih številkah (Š). Poleg identifikacij so tudi vrednosti rezultatov (V) in referenčna identifikacija 
s kulture ter opredeljen razmaz po Gramu (G). 
Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
1 Escherichia coli 2,05 Escherichia coli Enterococcus faecium 2,4 Escherichia coli GNB 
2 Escherichia coli 2,36 Escherichia coli Kosakonia cowanii 2,5 Escherichia coli GNB 
3 Escherichia coli 2,24 Escherichia coli Cronobacter sakazakii 2,56 Escherichia coli GNB 
4 Staphylococcus aureus 2,13 Staphylococcus aureus Staphylococcus simiae 2,48 Staphylococcus aureus GPKS 
5 Escherichia coli 2,28 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,48 Escherichia coli GNB 
6 Escherichia coli 2,27 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,49 Escherichia coli GNB 
7 Bacillus pumilus 2,06 Bacillus pumilus Bacillus altitudinis 2,42 Bacillus pumilus GPB 
8 Staphylococcus 
pseudintermedius 
1,92 Staphylococcus 
pseudintermedius 
Staphylococcus muscae 2,23 Staphylococcus pseudintermedius GPKS 
9 Klebsiella pneumoniae 2,28 Klebsiella pneumoniae Raoultella ornithinolytica 2,53 Klebsiella pneumoniae GNB 
10 Enterobacter aerogenes 2,03 Enterobacter 
aerogenes 
Raoultella planticola 2,36 Enterobacter aerogenes GNB 
11 Enterobacter cloacae 2,3 Enterobacter cloacae Raoultella planticola 2,46 Enterobacter cloacae GNB 
12 Salmonella spp. 1,96 Salmonella spp. Citrobacter braakii 2,29 Salmonella spp. GNB 
13 Escherichia coli 2 Escherichia coli Cellulosimicrobium cellulans 2,26 Escherichia coli GNB 
14 Staphylococcus epidermidis 2,19 Staphylococcus caprae Staphylococcus epidermidis 2,5 Staphylococcus epidermidis GPKS 
15 Staphylococcus epidermidis 2,16 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus capitis 2,31 Staphylococcus epidermidis GPKS 
16 Staphylococcus 
haemolyticus 
2 Staphylococcus 
haemolyticus 
Staphylococcus capitis 2,41 Staphylococcus haemolyticus GPKS 
17 Salmonella spp. 1,83 Salmonella spp. Citrobacter braakii 2,06 Salmonella spp. GNB 
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Nadaljevanje priloge A: Preglednica z navedenimi identifikacijami (ID) standardnega modula in modula Sepsityper pri 65 monomikrobnih hemokulturah, za 
katere je modul Sepsityper podal fantomsko vrsto. Preglednica je urejena po zaporednih številkah (Š). Poleg identifikacij so tudi vrednosti rezultatov (V) in 
referenčna identifikacija s kulture ter opredeljen razmaz po Gramu (G). 
 
GNB – po Gramu negativni bacili  
GPKS – po Gramu pozitivni koki v skupinah  
GPKV – po Gramu pozitivni koki v verižicah             se nadaljuje … 
 
 
Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
18 Salmonella spp. 1,79 Salmonella spp. Citrobacter braakii 2,12 Salmonella spp. GNB 
19 Escherichia coli 2,12 Escherichia coli Raoultella planticola 2,31 Escherichia coli GNB 
20 Brevibacillus brevis 1,78 Brevibacillus brevis Brevibacillus formosus 2,2 Brevibacillus brevis GPB 
21 Escherichia coli 2,28 Escherichia coli Kosakonia cowanii 2,46 Escherichia coli GNB 
22 Escherichia coli 2,33 Escherichia coli Enterobacter asburiae 2,49 Escherichia coli GNB 
23 Staphylococcus epidermidis 2,06 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus capitis 2,21 Staphylococcus epidermidis GPKS 
24 Staphylococcus epidermidis 2,1 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus caprae 2,32 Staphylococcus epidermidis GPKS 
25 Enterobacter cloacae 2,17 Enterobacter cloacae Raoultella planticola 2,36 Enterobacter cloacae GNB 
26 Staphylococcus epidermidis 2,08 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus aureus 2,36 Staphylococcus epidermidis GPKS 
27 Staphylococcus capitis 2,18 Staphylococcus capitis Staphylococcus lugdunensis 2,42 Staphylococcus capitis GPKS 
28 Enterobacter asburiae 2,19 Enterobacter asburiae Citrobacter sedlakii 2,31 Enterobacter asburiae GNB 
29 Proteus mirabilis 2,21 Proteus mirabilis Proteus myxofaciens 2,36 Proteus mirabilis GNB 
30 Escherichia coli 2,29 Escherichia coli Enterobacter asburiae 2,48 Escherichia coli GNB 
31 Staphylococcus aureus 2,29 Staphylococcus aureus Staphylococcus simiae 2,46 Staphylococcus aureus GPKS 
32 Enterobacter cloacae 2,14 Enterobacter cloacae Raoultella ornithinolytica 2,33 Enterobacter cloacae GNB 
33 Staphylococcus aureus 2,28 Staphylococcus aureus Staphylococcus pasteuri 2,45 Staphylococcus aureus GPKS 
34 Klebsiella oxytoca 2,11 Klebsiella oxytoca Citrobacter braakii 2,44 Klebsiella oxytoca GNB 
35 Staphylococcus epidermidis 1,88 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus aureus 2,2 Staphylococcus epidermidis GPKS 
36 Klebsiella pneumoniae 2,32 Klebsiella pneumoniae Raoultella planticola 2,49 Klebsiella pneumoniae GNB 
Žnidar K. Analiza masnih spektrov MALDI-TOF bakterij iz pozitivnih hemokultur.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
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Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
37 Staphylococcus epidermidis 2,14 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus aureus 2,32 Staphylococcus epidermidis GPKS 
38 Streptococcus intermedius 2,09 Streptococcus 
intermedius 
Streptococcus mitis 2,4 Streptococcus intermedius GPKV 
39 Enterobacter cloacae 2,22 Enterobacter cloacae Salmonella spp. 2,35 Enterobacter cloacae GNB 
40 Staphylococcus aureus 2,31 Staphylococcus aureus Staphylococcus pasteuri 2,51 Staphylococcus aureus GPKS 
41 Escherichia coli 2,29 Escherichia coli Raoultella planticola 2,43 Escherichia coli GNB 
42 Escherichia coli 2,21 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,36 Escherichia coli GNB 
43 Escherichia coli 2,33 Escherichia coli Citrobacter freundii 2,61 Escherichia coli GNB 
44 Klebsiella pneumoniae 2,17 Klebsiella pneumoniae Raoultella ornithinolytica 2,42 Klebsiella pneumoniae GNB 
45 Salmonella spp. 1,89 Salmonella spp. Cronobacter sakazakii 2,2 Salmonella spp. GNB 
46 Staphylococcus caprae 2,12 Staphylococcus caprae Staphylococcus aureus 2,47 Staphylococcus caprae GPKS 
47 Staphylococcus aureus 2,39 Staphylococcus aureus Staphylococcus simiae 2,5 Staphylococcus aureus GPKS 
48 Escherichia coli 2,27 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,56 Escherichia coli GNB 
49 Citrobacter freundii 2,21 Citrobacter freundii Citrobacter farmeri 2,27 Citrobacter braakii GNB 
50 Streptococcus oralis 2,04 Streptococcus oralis Streptococcus constellatus 2,38 Streptococcus oralis GPKV 
51 Escherichia coli 2,3 Escherichia coli Citrobacter amalonaticus 2,35 Escherichia coli GNB 
52 Escherichia coli 2,31 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,55 Escherichia coli GNB 
53 Streptococcus dysgalactiae 2,06 Streptococcus 
dysgalactiae 
Streptococcus equi 2,41 Streptococcus dysgalactiae GPKV 
54 Staphylococcus epidermidis 1,99 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus warneri 2,12 Staphylococcus epidermidis GPKS 
55 Klebsiella pneumoniae 2,31 Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae 2,49 Klebsiella pneumoniae GNB 
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referenčna identifikacija s kulture ter opredeljen razmaz po Gramu (G). 
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Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
56 Escherichia coli 2,18 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,26 Escherichia coli GNB 
57 Escherichia coli 2,28 Escherichia coli Klebsiella oxytoca 2,43 Escherichia coli GNB 
58 Staphylococcus aureus 2,35 Staphylococcus aureus Staphylococcus simiae 2,55 Staphylococcus aureus GPKS 
59 Staphylococcus epidermidis 1,8 Staphylococcus 
epidermidis 
Staphylococcus capitis 2,06 Staphylococcus epidermidis GPKS 
60 Klebsiella oxytoca 2,3 Klebsiella oxytoca Enterobacter cloacae 2,48 Klebsiella oxytoca GNB 
61 Escherichia coli 2,14 Escherichia coli Raoultella ornithinolytica 2,32 Escherichia coli GNB 
62 Staphylococcus aureus 2,12 Staphylococcus aureus Staphylococcus simiae 2,47 Staphylococcus aureus GPKS 
63 Escherichia coli 2,25 Escherichia coli Klebsiella oxytoca 2,46 Escherichia coli GNB 
64 Klebsiella oxytoca 2,14 Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae 2,47 Klebsiella oxytoca GNB 
65 Escherichia coli 2,26 Escherichia coli Citrobacter amalonaticus 2,33 Escherichia coli GNB 
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Priloga B: Preglednica polimikrobnih hemokultur. Preglednica je urejena po zaporednih številkah (Š). Podana je identifikacija (ID) pridobljena neposredno s 
standardnim modulom oziroma z modulom Sepsityper in vrednosti rezultatov (V) sledi referenčna identifikacija z gojišča in opredeljen razmaz po Gramu (G). 
Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
1 Staphylococcus 
epidermidis 
1,85 Staphylococcus 
epidermidis 
 1,85 Staphylococcus epidermidis 
Corynebacterium aurimucosum 
GPKS 
2 Enterococcus 
faecalis 
2,05 Enterococcus 
faecalis 
 2,05 Enterococcus faecalis 
Staphylococcus epidermidis 
GPKV 
3 Proteus mirabilis 1,91 Proteus mirabilis  1,91 Proteus mirabilis 
Staphylococcus epidermidis 
GNB-GPKS 
4 Enterococcus 
faecalis 
1,85 Enterococcus 
faecalis 
 1,85 Acinetobacter baumanii 
Enterococcus faecalis 
GPKV-GPKS 
5 Enterococcus 
faecalis 
2,14 Enterococcus 
faecalis 
 2,14 Enterococcus faecalis 
Stenotrophomonas maltophilia 
GPKV 
6 Escherichia coli 1,98 Escherichia coli  1,98 Escherichia coli 
Clostridium perfringens 
GNB-GPB 
7 Klebsiella 
pneumoniae 
2,18 Klebsiella 
pneumoniae 
 2,18 Klebsiella pneumoniae 
Enterobacter asburiae 
GNB 
8 Escherichia coli 1,9 Escherichia coli  1,9 Escherichia coli 
Staphylococcus epidermidis 
GNB 
9 Staphylococcus 
aureus 
2,04 Staphylococcus 
aureus 
 2,04 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus epidermidis 
GPKS 
10 Enterobacter 
cloacae 
2,15 Enterobacter 
cloacae 
 2,15 Enterobacter cloacae 
Staphylococcus epidermidis 
GNB-GPKS 
11 Escherichia coli 2,03 Escherichia coli  2,03 Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
GNB 
12 Escherichia coli 1,96 Escherichia coli  1,96 Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
GNB 
13 Staphylococcus 
haemolyticus 
1,82 Staphylococcus 
haemolyticus 
 1,82 Staphylococcus haemolyticus 
Staphylococcus epidermidis 
GPKS 
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neposredno s standardnim modulom oziroma z modulom Sepsityper in vrednosti rezultatov (V) sledi referenčna identifikacija z gojišča in opredeljen razmaz po 
Gramu (G) 
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GPKV – po Gramu pozitivni koki v verižicah          se nadaljuje … 
 
 
Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
14 Staphylococcus 
aureus 
2,08 Staphylococcus 
aureus 
 2,08 Staphylococcus aureus 
Streptococcus oralis 
GPKV-GPKS 
15 Klebsiella 
pneumoniae 
2,11 Klebsiella 
pneumoniae 
 2,11 Klebsiella pneumoniae 
Serratia marcescens 
GNB 
16 Citrobacter 
freundii 
1,8 Citrobacter 
freundii 
 1,8 Citrobacter freundii 
Klebsiella oxytoca 
GNB 
17 Streptococcus 
gallolyticus 
1,82 Streptococcus 
gallolyticus 
 1,82 Streptococcus gallolyticus 
Enterococcus faecalis 
GPKV 
18 Klebsiella oxytoca 1,76 Klebsiella oxytoca  1,76 Klebsiella oxytoca 
Clostridium perfringens 
GNB 
19 Staphylococcus 
hominis 
2,07 Staphylococcus 
hominis 
 2,07 Staphylococcus hominis 
Staphylococcus haemolyticus 
GPKS 
20 Proteus mirabilis 2,14 Proteus mirabilis  2,14 Proteus mirabilis 
Enterococcus faecalis 
GNB-GPKV 
21 Staphylococcus 
hominis 
1,96 Staphylococcus 
hominis 
 1,96 Staphylococcus hominis 
Proteus mirabilis 
GNB-GPKS 
22 Bacteroides 
fragilis 
2,23 Bacteroides 
fragilis 
 2,23 Bacteroides fragilis 
Peptoniphilus harei 
GNB 
23 Escherichia coli 1,99 Escherichia coli  1,99 Escherichia coli 
Enterococcus faecalis 
GNB 
24 Staphylococcus 
aureus 
2,02 Staphylococcus 
aureus 
 2,02 Staphylococcus aureus 
Lactobacillus delbrueckii 
GPKV-GPKS 
25 Streptococcus 
vestibularis 
1,79 Streptococcus 
vestibularis 
 1,79 Streptococcus vestibularis 
Staphylococcus epidermidis 
GPKV 
Žnidar K. Analiza masnih spektrov MALDI-TOF bakterij iz pozitivnih hemokultur.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
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Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
26 Enterococcus 
faecium 
1,95 Enterococcus 
faecium 
 1,95 Enterococcus faecium 
Staphylococcus haemolyticus 
GPKV 
27 Enterococcus 
faecalis 
2,21 Enterococcus 
faecalis 
 2,21 Enterococcus faecalis 
Myroides odoratimimus 
GNB-GPKV 
28 Klebsiella 
pneumoniae 
2,13 Klebsiella 
pneumoniae 
 2,13 Klebsiella pneumoniae 
Escherichia coli 
GNB 
29 Staphylococcus 
epidermidis 
1,95 Staphylococcus 
epidermidis 
 1,95 Stenotrophomonas maltophilia 
Staphylococcus epidermidis 
GPKS 
30 Escherichia coli 2,2 Escherichia coli  2,2 Escherichia coli 
Peptoniphilus gorbachii 
GNB-GPKS 
31 Escherichia coli 2,2 Escherichia coli  2,2 Escherichia coli 
Aerococcus urinae 
GNB-GPKS 
32 Escherichia coli 2,18 Escherichia coli  2,18 Escherichia coli 
Staphylococcus epidermidis 
GNB 
33 Streptococcus 
mitis 
1,72 Streptococcus mitis  1,72 Streptococcus mitis 
Staphylococcus hominis 
GPKV 
34 Klebsiella 
pneumoniae 
2,08 Klebsiella 
pneumoniae 
Raoultella ornithinolytica 2,4 Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
GNB 
35 Staphylococcus 
capitis 
2,01 Staphylococcus 
capitis 
Staphylococcus aureus 2,38 Staphylococcus capitis 
Staphylococcus epidermidis 
GPKS 
36 Klebsiella oxytoca 2,04 Klebsiella oxytoca Escherichia coli 2,32 Klebsiella oxytoca 
Enterococcus faecium 
GNB-GPKV 
37 Proteus mirabilis 2,29 Proteus mirabilis Proteus vulgaris 2,55 Proteus mirabilis 
Enterococcus faecalis 
GNB-GPKV 
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Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
38 Bacteroides 
fragilis 
2,35 Bacteroides 
fragilis 
Bacteroides salyersiae 2,63 Bacteroides fragilis 
Actinomyces turicensis 
GNB 
39 Bacteroides 
vulgatus 
2,03 Bacteroides 
vulgatus 
Bacteroides uniformis 2,47 Bacteroides vulgatus 
Staphylococcus capitis 
GNB-GPKS 
40 Enterobacter 
cloacae 
1,97 Enterobacter 
cloacae 
Enterobacter aerogenes 2,21 Enterobacter cloacae 
Enterobacter aerogenes 
GNB 
41 Enterobacter 
cloacae 
1,99 Enterobacter 
cloacae 
Enterococcus faecalis 2,27 Enterobacter cloacae 
Enterococcus faecalis 
GNB-GPKV 
42 Escherichia coli 2,11 Escherichia coli Enterococcus faecium 2,54 Escherichia coli 
Enterococcus faecium 
GNB-GPKV 
43 Klebsiella 
pneumoniae 
2,28 Klebsiella 
pneumoniae 
Escherichia coli 2,45 Klebsiella pneumoniae 
Escherichia coli 
GNB 
44 NI ID 1,42 NI ID  1,42 Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus constellatus 
GPKV-GPKS 
45 NI ID 1,68 NI ID  1,68 Klebsiella pneumoniae 
Enterococcus faecalis 
GPKV 
46 NI ID 1,44 NI ID  1,44 Finegoldia magna 
Peptoniphilus harei 
GPKS-GPKB 
47 NI ID 1,5 NI ID  1,5 Peptoniphilus harei 
Actinomyces europaeus 
GPKV-GPKS 
48 NI ID 1,45 NI ID  1,45 Streptococcus constellatus 
Gemella morbillorum 
GPKV 
49 NI ID 1,5 NI ID  1,5 Staphylococcus capitis 
Staphylococcus epidermidis 
GPKS 
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neposredno s standardnim modulom oziroma z modulom Sepsityper in vrednosti rezultatov (V) sledi referenčna identifikacija z gojišča in opredeljen razmaz po 
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Š ID - STANDARD V 1. ID - SEPSITYPER 2. ID - SEPSITYPER V REFERENCA G 
50 NI ID 1,18 NI ID  1,18 Micrococcusluteus 
Corynebacterium afermentas 
GPB 
51 NI ID 1,25 NI ID  1,25 Parvimonasmicra 
Fusobacterium nucleatum 
GPKV 
52 NI ID 1,61 NI ID  1,61 Staphylococcus epidermidis 
Staphylococcus hominis 
GPKS 
53 NI ID 1,43 NI ID  1,43 Enterobacter asburiae 
Enterococcus faecium 
GPKV-GPKS 
54 Escherichia coli 1,94 Escherichia coli   1,94 Escherichia coli 
Klebsiella oxytoca 
Streptococcus parasanguinis 
GNB 
55 Streptococcus 
mitis 
1,71 Streptococcus mitis  1,71 Streptococcus mitis 
Haemophilus paraphrohaemolyticus 
Streptococcs pneumoniae 
GPKV 
56 NI ID 1,56 NI ID   1,56 Streptococcus constellatus 
Prevotella buccae 
Dialister pneumosintes 
GNB-GPKV 
57 NI ID 1,43 NI ID   1,43 Streptococcus agalactiae 
Streptococcus salivarius 
Klebsiella oxytoca 
Staphylococcus aureus 
GPKV-GPKS 
58 Enterobacter 
aerogenes 
1,75 Enterobacter 
aerogenes 
  1,75 Klebsiella pneumoniae 
Pantoea spp 
Acinetobacter baumannii 
Staphylococcus epidermidis 
GNB 
 
